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Resumen

Una de las propiedades mas importantes del sistema nervioso es la plasticidad. Durante el
desarrollo postnatal del sistema nervioso, existen periodos criticos de plasticidad sinaptica en los
cuales la interaccion con el ambiente es fundamental para que se lleve a cabo el reordenamiento y
refinamiento correcto de las conexiones sindpticas, permitiendo asi establecer los circuitos
sinapticos que seran responsables de una correcta fisiologia en la etapa adulta. En la presente
memoria, se han estudiado los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la plasticidad
sinaptica en la sinapsis establecida entre las células de la capa 4 (L4) y la capa 2/3 (L2/3) de la
corteza somatosensorial primaria y la establecida entre las capas 2 (L2) y 4 (L4) de la corteza
entorrinal (EC) medial (MPP) y lateral (LPP) y las células granulares (GC) del giro dentado (DG)
de la formacion hipocampal de ratén en diferentes etapas del desarrollo postnatal. En la sinapsis
L4-L2/3 de corteza somatosensorial se ha estudiado una forma de spike timing-dependent long-
term depression (t-LTD) que esta presente hasta la cuarta semana postnatal (hasta P27) y que
desaparece a P28. Investigando los mecanismos involucrados en la pérdida de esta forma de t-LTD
durante el desarrollo se ha encontrado que esta pérdida de t-LTD estad mediada por un aumento de
los niveles de activacion de receptores presinapticos de adenosina del tipo 1 (A1Rs) que va
aumentando con la maduracion postnatal. La adenosina que activa estos A1Rs es liberada por los
astrocitos, por lo que esta pérdida de t-LTD con el desarrollo requiere de sefializacion astrocitaria.
A edades mayores a P38 (P38-60), el protocolo que induce t-LTD hasta P27 induce en su lugar
spike timing-dependent long-term potentiation (t-LTP). Esta t-LTP se ha encontrado que requiere
de actividad en la célula postsinaptica (entrada de Ca?* a través de canales de Ca?* dependientes
de voltaje de tipo L y fabricacion y liberacién de éxido nitrico -NO-)., NMDAR y mGIuR situados
en la célula presinaptica, siendo asi, una forma de t-LTD de expresion presinaptica. En las sinapsis
L4, L2-GC de las MPP y LPP se ha descubierto que existe spike timing-dependent LTD (t-LTD)
tanto cuando los axones vienen de la MPP como cuando vienen de la LPP. Estas t-LTDs son de
expresion presinaptica. La t-LTD de las sinapsis MPP-GC esté presente hasta la tercera semana de
desarrollo postnatal, requiere de receptores de tipo NMDA y mGIuR presinapticos, sintesis y
liberacion de endocannabinoides por parte de la célula postsinéptica y de actividad astrocitaria
liberando glutamato, mientras que la t-LTD de las sinapsis LPP-GC no desaparece con la edad y
no requiere NMDAR pero, al igual que la MPP-GC, si requiere de mGIuR presinapticos,
fabricacion y liberacién de endocannabinoides por parte de la célula postsinaptica y actividad
astrocitaria liberando glutamato.



Abstract

One of the most important properties of the nervous system is its plasticity. During the
postnatal development of the nervous system, there are critical periods of synaptic plasticity in
which interaction with the environment is essential for the correct reordering and refinement of
synaptic connections, thus allowing for the establishment of synaptic circuits that will be
responsible for correct physiology in adulthood. In the present work, both the cellular and
molecular mechanisms involved in synaptic plasticity as well as the determining factors of the
absence of critical periods of plasticity in the synapse established between the cells of layer 4 (L4)
and layer 2/3 (L2/3) of the medial (MPP) and lateral (LPP) entorhinal cortex (EC) and granule
cells (GC) of the dentate gyrus (DG) of the mouse hippocampal formation have been studied at
different stages of postnatal developmental. A form of spike timing-dependent long-term
depression (t-LTD) has been studied in the L4-L2/3 synapse of the somatosensory cortex, which
is present until the fourth postnatal week (up to P27) and disappears at P28. Investigating the
mechanisms involved in the loss of this form of t-LTD during development, it has been found that
this loss of t-LTD is mediated by an increase in the activation levels of presynaptic adenosine
receptors type 1 (A1Rs), which increases with postnatal maturation. The adenosine that activates
these AiRs is released by astrocytes, so this loss of t-LTD with development requires astrocyte
signaling. At ages older than P38 (P38-60), the protocol that induces t-LTD until P27 instead
induces spike timing-dependent long-term potentiation (t-LTP). This t-LTP has been found to
require activity in the postsynaptic cell (Ca?* entry through voltage-dependent calcium channels
and synthesis and release of nitric oxide -NO-)., NMDAR and mGIuR located in the presynaptic
cell, thus being a form of t-LTD of presynaptic expression. In the L4, L2-GC synapse of the MPP
and LPP, it has been discovered that there is spike timing-dependent LTD (t-LTD) both when the
axons come from the MPP and when they come from the LPP. These t-LTDs are of presynaptic
expression. The t-LTD of the MPP-GC synapse is present until the third week of postnatal
development, requires presynaptic NMDA and mGIuR receptors, synthesis, and release of
endocannabinoids by the postsynaptic cell, and astrocytic activity releasing glutamate. While t-
LTD of LPP-GC synapses does not disappear with the age and does not require NMDAR, like
MPP-GC, it does require presynaptic mGIuR, endocannabinoid production and release by the
postsynaptic cell, and astrocytic activity releasing glutamate.
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Abreviaturas.

A1R: receptor de adenosina de tipo 1.

AC: adenilato ciclasa.

AMPAR: receptor de AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-S-metil-4-isoxazolepropionico).

AMPc: adenosin monofosfato ciclico.

BAPTA: acido 1,2-bis(2-aminofenoxi) etano-n,n,n’,n’-tetraacético.

Ca?*: ion calcio.

CaMKII: proteina quinasa Il dependiente del complejo Calcio/Calmodulina.
CB1R: receptor cannabinoide de tipo 1.

CPA: N6-Ciclopentiladenosina.

CV: coeficiente de variacion.

DAG: diacilglicerol.

D-APS5: acido D-2-amino-5-fosofopentanoico.

DG: giro dentado (en inglés, dentate gyrus).

DMSO: dimetilsulfoxido.

Dox: Doxiciclina.

EC: corteza entorrinal (en inglés, entorrinal cortex).

eCB: endocannabinoide.

EGFP: proteina verde fluorescente (en inglés, enhanced green fluorescent protein).

EGTA: acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-tetraacético.

eEPSC: corrientes postsinapticas excitadoras evocadas (en inglés, evoked excitatory postsynaptic

currents).
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eEPSP: potenciales postsindpticos excitadores evocados (en inglés,

postsynaptic potentials).

GC: ceélulas granulares (en inglés, granule cells).
Glu: glutamato.

Hz: hercio.

iGIuR: receptor ionotrépico de glutamato.

IP3: inositol trifosfato.

K*: ion potasio.

kHz: kilohercio.

L2/3: capa 2/3.

L2, L4: capas 2y 4.

LPP: via perforante lateral (en inglés, lateral perforant path).

LTD: depresion de larga duracion (en inglés, Long Term Depression).

LTP: potenciacion de larga duracion (en inglés, Long Term Potentiation).

mg: miligramo.

Mg?*: ion magnesio

MGIuR: receptor metabotropico de glutamato.

min: minuto.

mL: mililitro.

mM: milimolar.

mOsm: miliosmoles.

MPP: via perforante medial (en inglés, medial perforant path).

ms: milisegundo.

evoked excitatory
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mV: milivoltio.

Na*: ion sodio.

nM: nanomolar.

NMDAR: receptor de NMDA (acido N-metil-D-aspartato).
NO: éxido nitrico.

NT: neurotransmisor.

P: postnatal (dia).

PIP,: fosfatidilinositol bifosfato.
PKA: proteina quinasa A.

PKC: proteina quinasa C.

PLC: fosfolipasa C.

Post-pre: protocolo en el cual el potencial de accion postsindptico se provoca 18 ms antes del

inicio de los eEPSP.

PP: via perforante (en inglés, perforant path).

PP1: proteina fosfatasa 1.

PPD: depresion por pares de pulsos (en inglés, paired-pulse depression).
PPF: facilitacion por pares de pulsos (en inglés, paired-pulse facilitation).
PPR: ratio de pares de pulsos (en inglés, paired-pulse ratio).

Pr: probabilidad de liberacion de neurotransmisor.

R: registro.

S: estimulacion.

s: segundos.

SNC: Sistema Nervioso Central.
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SNP: Sistema Nervioso Periférico.

STDP: plasticidad dependiente del orden y del intervalo temporal entre potenciales de accién (en

inglés, spike timing dependent plasticity).

t-LTD: depresion de larga duracion dependiente de la coincidencia temporal de la actividad

postsinaptica y presinaptica (en inglés, spike timing long-term depression).

t-LTP: potenciacion de larga duracion dependiente de la coincidencia temporal de la actividad
presinaptica y postsinaptica (en inglés, spike timing long-term potentiation).

VDCC: canales de calcio dependiente de voltaje (en inglés, voltage-dependent calcium channels).
VPM: nucleo taldmico posteromedial ventral.

At: intervalo temporal.

MM: micromolar.

¢ desviacion tipica.
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1. PLASTICIDAD SINAPTICA.

1.1. HISTORIA DE LA PLASTICIDAD SINAPTICA.

Se podria decir que el punto de partida de la neurociencia actual fue Santiago Ramon y
Cajal (1852-1934) que en su trabajo titulado “doctrina de la neurona” definia a las neuronas como
células cerebrales individuales que se conectan entre si enviando y recibiendo informacion (Jones,
1999). Para poder observar y estudiar la estructura de las neuronas, Cajal perfecciono la técnica de
tincion de células descubierta anteriormente por Camillo Golgi (1843-1926) (DeFelipe, 2006). Las
aportaciones de Cajal tuvieron una gran influencia en nuevos estudios sobre el sistema nervioso

que se abordaron desde diferentes disciplinas.

En concreto, en el campo de la fisiologia, ya a finales del siglo XV Luigi Galvani (1737-
1789) habia acuiado el término “electricidad animal”, tras descubrir que las células musculares
producian una respuesta contractil al ser tocadas con dos metales de distinta naturaleza
(Verkhratsky y Parpura, 2014). Mas tarde, en el siglo XIX, Johannes Miller (1801-1858) realizd
numerosas contribuciones que supusieron un giro en la forma de abordar la fisiologia (Finger y
Wade, 2002). Gran parte de su trabajo estaba dedicado a la investigacion de la accién nerviosa y
la fisiologia de los 6rganos sensitivos. Sus alumnos, Hermann von Helmholtz (1821-1894) y Emil
Dubois-Reymond (1818-1896) hicieron importantes aportaciones al desarrollo de los fundamentos
de la electrofisiologia. EI primero descubri6 que la actividad eléctrica de las células nerviosas es
la forma de transmitir informacion desde un extremo a otro de una célula, y también desde una
célula a otra; mientras que el segundo descubrio el potencial de accion nervioso en celulas

musculares.

La etimologia del término plasticidad proviene de la palabra griega “plastikds” que se
puede traducir como “moldeable” y se empez6 a usar en biologia para referirse a la capacidad de
un organismo para responder a cambios en su medio ambiente. No obstante, el origen del concepto
plasticidad aplicado al campo de la neurociencia no esté claro y habria que remontarse a finales
del siglo XIX para hablar de los cientificos que sentaron las bases de lo que conocemos como
neurociencia moderna, aunque Cajal fue el primero en mencionar a la plasticidad ya en el afio 1894

(revisado en De Carlos y Borrell, 2007).
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Sin embargo, no fue hasta el siglo XX cuando Charles Sherrington (1857-1952) y Michael
Foster (1836-1907) acufaron el término “sinapsis” para referirse al contacto entre neuronas que
Cajal previamente habia denominado como “uniones”. Ademas, Korbinian Brodmann (1868-
1918) establecid la existencia de cincuenta y dos areas con funciones especificas en la corteza
cerebral humana. A mediados de este siglo XX, el psicélogo Donald Hebb (1904-1985) con la
publicacion de su obra méas célebre La organizacién del comportamiento (1949) desarroll6 una
teoria sobre la existencia de un vinculo entre el comportamiento y la actividad cerebral, sentando
los principios de la psicobiologia. Todo su trabajo dio origen al conocido Postulado de Hebb que
afirma que las conexiones entre las neuronas se fortalecen o refuerzan si dos neuronas se activan
de forma contigua en el tiempo y el espacio. Las conexiones generan cambios en la estructura

cerebral que favorecen la conformacion de redes neuronales. Su postulado més famoso recoge que:

“cuando el axdn de la célula A esta suficientemente cerca de la célula B como para
estimularla y contribuye de forma repetida o persistente en su disparo, ocurren ciertos procesos
de crecimiento o cambios metabdlicos en una o ambas células de modo tal que aumenten tanto la

eficiencia de la célula A como la capacidad de estimulacién de B .

De este modo, la activacion repetida de las neuronas deberia incrementar la fuerza de
conexion entre poblaciones de neuronas interconectadas. La propuesta de Hebb tuvo un fuerte
impacto en la neuropsicologia y en muchos planteamientos desarrollados para el estudio del

aprendizaje y la memoria.

Maés tarde, el cientifico estadounidense Eric Kandel, fue capaz de relacionar
modificaciones del comportamiento con transmision sinapticay aprendizaje utilizando una especie
de molusco gasterépodo, Aplypsia. EI molusco presentaba un reflejo de defensa innato y se podia
estudiar la modificacidn de éste mediante formas de aprendizaje asociativo gracias a la simplicidad
de su sistema nervioso con un numero reducido de células facilmente identificables, lo cual
permitia la estimulacion directa de las mismas (Kandel, 1964). Asi, se pudo comprobar también
que la aplicacion repetitiva del estimulo transformaba la memoria transitoria o de corta duracion,
en duradera o de larga duracién. Este estudio dio lugar a otros mas complicados con animales cada
vez mas complejos que trataban de relacionar plasticidad sindptica y memoria aunque, a dia de

hoy, dicha relacion no esta bien establecida todavia (Sjostrém et al., 2008).
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A finales del siglo XX, Erwin Neher y Bert Sakmann recibieron el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina (1991) por el desarrollo de la técnica de Patch-Clamp (Verkhratsky y
Parpura, 2014). Esta técnica permite el estudio de las propiedades eléctricas -tanto activas como
pasivas- de las células. En su configuracion de célula completa (whole-cell), a través de la
generacion de un sello de alta resistencia entre el electrodo de registro y la membrana celular, se
pueden monitorizar con gran resolucién temporal y espacial las corrientes idnicas que fluyen a

través de los canales que estan presentes en una membrana celular, permitiendo caracterizarlos.

En la actualidad, se sabe que una de las propiedades méas importantes del sistema nervioso
de los mamiferos es su plasticidad, definida como la capacidad de la actividad neuronal generada
por una experiencia para modificar la funcion del circuito neuronal y, por lo tanto, modificar
procesos cognitivos superiores en respuesta a las demandas de esas experiencias (Citri y Malenka,
2008). La plasticidad sindptica se refiere especificamente a la modificacion de la eficacia de la
transmision sinaptica, lo cual depende de la actividad de las sinapsis preexistentes, y durante méas
de un siglo se ha propuesto que desempefia un papel central en la capacidad del cerebro para
incorporar experiencias transitorias en procesos de memoria persistentes 0 mas duraderos (Citri y
Malenka, 2008). También existen evidencias de que la plasticidad sinaptica desempefia una
funcion central en el desarrollo temprano de los circuitos neuronales y cada vez hay maés
investigaciones que afirman que las deficiencias en los mecanismos de plasticidad sinaptica
contribuyen a la aparicion o mantenimiento de diferentes trastornos neuropsiquiatricos (Citri y
Malenka, 2008; Bliss et al., 2014).

Los cambios plasticos que van sucediendo a lo largo del desarrollo cerebral temprano
ocurren durante periodos criticos o limitantes en los que las influencias ambientales son
fundamentales, la interaccién con el ambiente es necesaria y, si esta no se da, la funcion que va
asociada a este periodo de plasticidad estard permanentemente comprometida. En estos momentos
temporales las alteraciones del contexto tienen un impacto méximo sobre el desarrollo, es decir,
un suceso dado o su ausencia puede impedir que ocurra un desarrollo normal e incluso que los
patrones anormales resultantes sean irreversibles. De este modo, la pérdida de plasticidad en
sinapsis concretas y en etapas especificas puede producir una serie de efectos particulares e incluso
dar lugar a la aparicion de trastornos del desarrollo (Hensch, 2004). Ademas de estos periodos

criticos, existen también periodos permisivos o sensitivos menos rigidos que los criticos, donde la
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sensibilidad a los estimulos ambientales es muy alta y en los cuales, si no ocurre la interaccién
adecuada con el ambiente, la funcidn se puede recuperar mas tarde en el desarrollo. Tanto los

periodos criticos como los permisivos son ventanas de plasticidad.

Por lo tanto, dilucidar los mecanismos moleculares concretos que subyacen a la plasticidad
sinaptica en diferentes regiones del cerebro es fundamental para comprender la base neuronal de
la funcion cerebral normal y patoldgica; siendo muy util el uso de técnicas como la

electrofisiologia para estudiar esos mecanismos que rigen la plasticidad.

1.2. TIPOS DE PLASTICIDAD.

Los procesos plasticos que tienen lugar en las sinapsis pueden ser divididos en funcién de
su duracidn en Plasticidad de Corta Duracion (en inglés, Short-Term Plasticity, STP) y Plasticidad

de Larga Duracion (en inglés, Long-Term Plasticity).

1.2.1. Plasticidad de corta duracion.

Cuando se habla de plasticidad de corta duracion (STP) se hace referencia a un rango
temporal que puede oscilar desde pocos milisegundos hasta minutos y que incluye tanto la
potenciacién como la depresién de la actividad sinaptica. En este sentido, la facilitacion por pares
de pulsos (en inglés, paired-pulse facilitation, PPF) o la depresion por pares de pulsos (en inglés,
paired-pulse depression, PPD) son los tipos de plasticidad de corta duracién mas comunes.

Cuando se utilizan pares de estimulos separados por decenas de milisegundos repetidos en
el tiempo, dando como resultado un incremento en la magnitud de la segunda respuesta de los
potenciales postsinapticos excitadores evocados (en inglés, evoked excitatory postsynaptic
potentials, eEPSP), se denomina facilitacion por pares de pulsos, lo cual se traduce como un
aumento en la eficacia sinaptica (Zucker y Regehr, 2002). Por el contrario, si disminuye la
amplitud de los eEPSP se trataria de una depresion sindptica o disminucion de la eficacia en la

transmision sinéptica.
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Los diferentes tipos de STP surgen principalmente de cambios en la probabilidad de
liberacion de neurotransmisor (en inglés, probability of neurotransmitter release, Pr), que es una
consecuencia de la naturaleza inherentemente estocéstica de los procesos moleculares y celulares
que impulsan la exocitosis de vesiculas. Por lo tanto, para cada potencial de accion, la liberacion
de neurotransmisores tiene una cierta probabilidad de ocurrencia en las sinapsis del Sistema
Nervioso Central que define la confiabilidad de una sinapsis para transmitir la sefial del potencial
de accién y determina la fuerza sinaptica promedio (Branco y Staras, 2009). Es decir, la Pr

determina la fuerza de una sinapsis y, por lo tanto, define la eficacia sinaptica (Flight, 2008).

Para que se produzca la liberacion del neurotransmisor (NT) es necesaria la entrada de Ca®*
al terminal presinaptico a través de los canales de calcio dependientes de voltaje (en inglés,
voltage-dependent calcium channels, VDCCs). Una vez dentro, el Ca?* se une a sensores de Ca®*
intracelulares que a su vez liberan mas Ca?* de los reservorios intracelulares (Schiess et al., 2006),
desencadenando la fusion de las vesiculas sindpticas (almacén de NT) con la membrana plasmatica
gracias a la formacion del complejo SNARE - receptores de proteinas de fijacion del factor N-
etilmaleimida soluble (NSF) - (Kavalali, 2015). Como resultado, el NT es liberado a la hendidura

sinaptica por exocitosis (Figura 1).

Neurotransmitter
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Figura 1. Fusion de vesiculas sinapticas. EI complejo SNARE estd formado por las proteinas
sinaptobrevina 2, sintaxina 1 y proteina SNAP25 que median la fusion de vesiculas sinépticas. La proteina
soluble complexina se une selectivamente al complejo SNARE con alta afinidad y regula la fusion. Este
proceso es dependiente de Ca®* Tomado de Kavalali, 2015.
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Se puede producir un incremento a corto plazo de la liberacion de neurotransmisor por tres
procesos que se producen a causa de las variaciones transitorias de Ca?* intracelular en el terminal
presinaptico tras la llegada de los potenciales de accién (Colino et al., 2002) y que tienen diferente
duracion: milisegundos (facilitacion), aproximadamente 30 segundos (aumentacion) y varios
minutos (potenciacion). También existen otros mecanismos, que pueden ser tanto presinapticos
como postsinapticos, que median una disminucion del potencial de accion (Zucker y Regehr,
2002): fatiga sinaptica, las neuronas no pueden generar potenciales de accién debido a un
agotamiento de las vesiculas sinapticas que contienen neurotransmisores; y depresion de corta
duracion como la desensibilizacion de los receptores, donde los canales regulados por ligando

entran en un estado en el cual no pueden volver a ser estimulados en un periodo temporal breve.

Una aproximacion indirecta para identificar si existen cambios en la probabilidad de
liberacion de neurotransmisor es el analisis de la ratio por pares de pulsos (en inglés, paired-pulse
ratio, PPR). La PPR es definida como la relacion o el cociente entre la magnitud de la segunda y
la primera respuesta postsinaptica tras haber aplicado un par de estimulos separados por un
intervalo de tiempo. Si la segunda respuesta es mayor con respecto a la primera, se trata de una
PPF (aumenta la probabilidad de liberacion) y si ocurre, al contrario, y la segunda respuesta es

menor que la primera, serd una PPD (disminuye la probabilidad de liberacion). (Figura 2).

e LaPPF se observa a intervalos entre estimulos de 20 a 500 ms y se atribuye principalmente
a los efectos del incremento del flujo de calcio (Ca?*) residual hacia el interior del terminal
presinaptico (Citri y Malenka, 2008), aunque también es probable que estén involucrados
mecanismos adicionales que pueden implicar la activacion de proteinas quinasas que
modulan la actividad de las fosfoproteinas presinapticas afectando a la probabilidad de
liberacion o a la activacion de algunos receptores (Markram et al., 2011; Jackman y Regehr,
2017).

e La PPD se suele observar a intervalos entre estimulos cortos de menos de 20 ms (Citri y
Malenka, 2008) y se debe normalmente a la inactivacion de los canales de sodio, la
disminucion de la actividad de los canales de calcio o un agotamiento transitorio del grupo
de vesiculas preparadas para la liberacion ( Zucker y Regehr, 2002; Blitz, Foster y Regehr,
2004; Jackman y Regehr, 2017).
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Figura 2. Principales mecanismos presinapticos de la plasticidad de corta duracion. (A) La depresion
sinaptica da como resultado una segunda eEPSC o corriente excitadora postsinaptica evocada (en inglés,
evoked excitatory postsynaptic current) de menor amplitud. Hay menos vesiculas disponibles para liberar
en el segundo estimulo (derecha) que en el primero (izquierda). (B) La facilitacion da como resultado una
segunda eEPSC de mayor amplitud. Una elevacion residual del Ca?* intracelular (sefialado en verde) junto
con la entrada de Ca? en respuesta al segundo estimulo, da como resultado una mayor liberacion.
Modificado de Blitz et al., 2004.

1.2.2. Plasticidad de larga duracion.

Los cambios plasticos de larga duracion se definen como cambios en la eficacia sinéptica
que se mantienen en el tiempo y cuya naturaleza puede ser tanto presinaptica como postsinaptica.
Se puede diferenciar entre procesos de potenciacion de larga duracion (en inglés, long-term
potentiation, LTP) y depresion de larga duracion (en inglés, long-term depression, LTD) (Bliss y
Collingridge, 2019). Existen evidencias experimentales que han propuesto varios mecanismos, que

no son excluyentes entre si, sobre el origen de los cambios asociados con la esta plasticidad:

1) Cambios en la probabilidad de liberacion (Malinow y Tsien, 1990).

2) Insercion o internalizacion de receptores de tipo AMPA en la membrana de la neurona
postsinaptica (Huganir y Nicoll, 2013).

3) Fosforilacion y de-fosforilacion de los receptores de tipo AMPA que dan lugar a
cambios en la conductancia de estos mismos (Lee et al., 2000).
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Muchos estudios relacionados con la plasticidad sinaptica se inspiraron principalmente en
el postulado de Hebb, sosteniendo un paradigma clasico en el que la fortaleza o debilitamiento de
la eficacia sinéptica dependia fundamentalmente de la frecuencia de la estimulacion neuronal. Sin
embargo, afios mas tarde se descubrid que protocolos mucho mas suaves de actividad, consistentes
en emparejar actividad presindptica y postsindptica en un breve intervalo de tiempo de forma
repetitiva inducen cambios plésticos tanto en forma de LTP como de LTD. A la plasticidad asi
inducida se le denomina spike timing-dependent plasticity (STDP) (Song et al., 2000).

La STDP es una forma de plasticidad de larga duracion detectada en todos los organismos,
desde insectos hasta humanos (Markram et al., 2011), asi como en diferentes regiones cerebrales
y tipos neuronales (Sjostrom et al., 2008; Banerjee et al., 2010; Markram et al., 2012). Esta forma
de plasticidad probablemente esté involucrada en el refinamiento de las conexiones sinapticas que
se produce durante el desarrollo y en procesos de aprendizaje y memoria en adultos (Dan y Poo,
2001; Feldman y Brecht, 2005).

En la STDP, el orden y el intervalo temporal en una escala de milisegundos entre los
potenciales de accidn presinapticos y postsinapticos son los que determinan la direccion y la
magnitud de los cambios en la transmisién sinéptica (Figura 3). De esta forma, emparejamientos
de la actividad presinéptica seguida de la actividad postsinaptica inducen una potenciacion de larga
duracion (en inglés, spike timing long-term potentiation, t-LTP); mientras que, si el orden es
invertido, es decir, la actividad postsinaptica es seguida de la presinaptica, inducen una depresion
de larga duracién (en inglés, spike timing long-term depression, t-LTD) (Brzosko et al., 2019).
En general, para inducir STDP, el intervalo de tiempo entre potenciales presinépticos y
postsinapticos emparejados debe ser inferior a 25 ms, aunque se ha sugerido una ventana de tiempo
significativamente mas amplia (hasta 150-200 ms de diferencia) para la induccion de la t-LTD
(Feldman, 2000; Lin et al., 2006). La STDP proporciona una buena explicacién para las
modificaciones sinapticas que dependen de la actividad simultanea de las neuronas presinapticas
y postsinapticas, y se considera que es un mecanismo celular subyacente al refinamiento impulsado

por la actividad de los circuitos en desarrollo en el cerebro (Song y Abbott, 2001; Lin et al., 2006).
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Figura 3. Induccion y expresion de la spike-timing dependent plasticity (STDP). (A) La STDP se induce
mediante emparejamientos repetidos de potenciales de accion presinapticos y postsinapticos. (B) Depende
del orden y la coincidencia temporal en milisegundos de los potenciales: emparejamientos de potenciales
de accion presinapticos seguidos de postsinapticos (protocolo pre-post) inducen una potenciacion de larga
duracion (t-LTP), mientras que emparejamientos de potenciales postsindpticos seguidos de los
presinapticos (protocolo post-pre) inducen depresién de larga duracién (t-LTD). (C y D) Tanto la magnitud
(C) como el orden temporal (D) pueden modular la plasticidad. Tomado de Brzosko et al., 2019.

A pesar del importante papel de la STDP en muchas funciones cerebrales, los mecanismos
responsables de su induccion y expresion no se conocen bien. Se han descrito algunos mecanismos
de induccion de la plasticidad de larga duracion muy variados, siendo los mas conocidos aquellos
que dependen de la activacion de receptores de glutamato de tipo NMDA (Bliss y Collingridge,

2019). Ademas, los mecanismos de induccidn, en general, dependen de diferentes factores: tipo de
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sinapsis, especie animal, edad de los animales, condiciones experimentales (temperatura ambiente,

fisiologica, etc.)

Otras formas adicionales de plasticidad sinaptica de larga duracién identificadas mas

recientemente incluyen la plasticidad homeostatica y la metaplasticidad.

La plasticidad homeostatica describe fendmenos compensatorios que dependen del grado
de actividad de los circuitos neuronales. De esta manera, perturbaciones que aumenten la
actividad del circuito son compensadas mediante distintos mecanismos que causan una
disminucion de la fuerza sinaptica. Y, al contrario, las reducciones prolongadas de la
actividad general provocan un aumento neto de la fuerza sinaptica total. Esta forma de
plasticidad opera en una escala de tiempo mucho més lenta que la LTP o LTD y puede ser
particularmente importante durante el desarrollo de circuitos neuronales (Citri y Malenka,
2008).

La metaplasticidad implica un cambio en el estado fisioldgico o bioquimico de las
neuronas o sinapsis que altera su propia capacidad para generar plasticidad, modificar su
magnitud, o alterar el sentido de la misma (Abraham, 2008). En otras palabras, la historia
anterior de la actividad sinaptica influye en el estado sinaptico actual y, por tanto, en el

grado de LTP o LTD producido por un protocolo experimental dado.
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2. CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA.

La corteza somatosensorial es una de las regiones cerebrales mas empleadas en el estudio
de la transmision y la plasticidad sindptica. Esta estructura se localiza en el I6bulo parietal, procesa
el tacto y la informacion propioceptiva; y se organiza en 6 capas corticales definidas como: capa
1 (L1), capa 2 (L2), capa (L3), capa 4 (L4), capa 5 (L5) con sus subdivisiones 5A (L5A) y 5B
(L5B) y la capa 6 (L6) con las subdivisiones 6A (L6A) y 6B (L6B). Las capas L2 y L3 pueden
presentar algunas diferencias funcionales (Bureau et al., 2006) pero se suelen englobar como una
sola capa (L2/3). Esta terminologia fue introducida por Lorente de N6 (1922) para el estudio con

ratones y adoptada por Valverde (1989) para las ratas (Feldmeyer, 2012).

En los roedores existe una zona en la corteza somatosensorial primaria (S1) llamada corteza
de barriles. Los barriles son una estructura destacada del sistema sensorial que procesa la
informacion tactil procedente de las vibrisas o bigotes (Fox, 2002). La corteza de barriles fue
descrita por primera vez por Woolsey y Van der Loss (1970) y su nomenclatura se debe a las
formas en columnas cilindricas que pueden verse en la capa 4, por la distribucion de las neuronas
que se encuentran ahi y los axones que llegan a la misma. Estos barriles de la capa 4 estan
dispuestos somato-topicamente de una manera casi idéntica a la disposicion de los bigotes en el
hocico del roedor. Es decir, cada bigote individual esté representado y vinculado funcionalmente
en una unidad anatdmica concreta, el "barril”, lo que permite una delimitacion precisa de la
organizacion funcional, el desarrollo y la plasticidad (Figura 4A, B). Por ello, la corteza
somatosensorial es de las mas utilizadas para estudiar el aprendizaje y la memoria sensorial
(Petersen, 2007).

Las proyecciones que envian y procesan la informacion tactil desde los bigotes hasta la
corteza de barriles de un roedor pasan por el nacleo taldmico posteromedial ventral (ventral
posteromedial, VPM) que contiene, al menos, dos compartimentos principales que representan
vibrisas: el dorsomedial (VPMdm), que pertenece a la via aferente lemniscal, donde los aferentes
procedentes de cada bigote inervan su barril L4 correspondiente; y el ventrolateral (en inglés,
VPMvI), que pertenece a la via aferente extralemniscal, donde los barriles reciben impulsos de
maultiples bigotes (Feldman y Brecht, 2005; Haidarliu et al., 2008). También existen proyecciones
que pasan por el ndcleo talamico medial posterior (posterior medial thalamic nucleus, POM) y se

dirigen a otras capas evitando los barriles (Petersen, 2007).
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Figura 4. Vias sinapticas para el procesamiento de informacién sensorial relacionada con los bigotes
en la corteza de barril de roedores. (A) Representacion de la conexion entre los bigotes y la corteza
somatosensorial en un roedor. (B) Izquierda: disposicion de los foliculos de los bigotes en el hocico de un
roedor; derecha: “barriles” de la capa 4 de la corteza somatosensorial primaria, dispuestos en un patron casi
idéntico a los bigotes. (C) Vias talamocorticales paralelas importantes para enviar sefiales de informacion
sensorial relacionada con los bigotes a la corteza. Neuronas en VPM (en rojo, a la izquierda) envian
informacion glutamatérgica y de sefial relacionada principalmente con los movimientos de un solo bigote.
Los axones de las neuronas VPM terminan predominantemente en capa 4, con una inervacion menor en la
capa superior 6 (derecha). Las neuronas del POM (en verde, izquierda) tienen campos receptivos mas
amplios y sus axones evitan los barriles de la capa 4 y se dirigen principalmente a las capas 1y 5A (derecha).
Tomado y modificado de (Petersen, 2007).

Histolégicamente, la corteza cerebral se organiza en seis capas o laminas horizontales
claramente diferenciables segun el tamafio y forma de los somas celulares (Valverde, 2002)
(Kandel et al., 2014) (Figura 5):

e Capa molecular (I): es la mas superficial. Consiste en una red densa de fibras nerviosas
que derivan de dendritas de células piramidales y fusiformes, los axones de células
estrelladas y de Martinotti. También se encuentran las células horizontales de Cajal-

Retzius, que son exclusivas de esta capa.

e Capa granular externa (I1): compuesta por una densidad variable de células pequefas

tanto estrelladas como piramidales.
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e Capa piramidal externa (I11): contiene predominantemente células piramidales de
tamafno mediano que liberan glutamato. También se pueden encontrar células granulares,

PEero en muy poca proporcion.

e Capa granular interna (IV): consta principalmente de células estrelladas que pueden ser

excitadoras e inhibidoras y una pequefia cantidad de células piramidales.

e Capa piramidal interna (V): principalmente contiene células piramidales excitadoras de

gran tamafio o de tamafio mediano, aunque también hay células estrelladas.

e Capa multiforme o polimérfica (VI): compuesta principalmente por neuronas

fusiformes, otras piramidales y algunas interneuronas.

B

Z (um)

-

N

ST ok 5

- ’,“-’—'.; S it & ol
B — R

-
s~

T 5
.k,\‘&
b S

——
Rap
G
-~
—

X (um)

Figura 5. llustraciones de las capas corticales. (A, B) Imagenes adquiridas con microscopia de dos
fotones de la corteza visual y de la corteza motora respectivamente. (C, D) llustraciones realizadas por
Ramon y Cajal (1911) en corteza visual y corteza motora de un adulto humano usando la tincion de Nissl.
Tomado de Li et., al. 2019.



2.1. PLASTICIDAD EN LA CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA.

La sinapsis estudiada en esta memoria es la establecida entre las células de la capa 4 y las
células piramidales de la capa 2/3 de la corteza somatosensorial primaria de ratéon (L4-L2/3). En
esta sinapsis, se ha descrito en animales jovenes una forma de t-LTD de naturaleza presinaptica
(Bender et al., 2006; Nevian y Sakmann, 2006), que requiere de receptores de tipo NMDA
presinapticos (Rodriguez-Moreno y Paulsen, 2008) localizados en los axones de las neuronas de
L4 (Rodriguez-Moreno et al., 2011) y que requiere de la participacion de los astrocitos (Min y
Nevian, 2012; Rodriguez-Moreno et al., 2013).

En esta misma sinapsis, también se ha descrito otra forma de LTD de expresion presinaptica
que puede ser inducida por una rafaga de tres potenciales presinapticos seguidos, dentro de una
ventana de tiempo restringida, por otro también presinaptico (p-LTD). Esta nueva forma de LTD
requiere de receptores NMDA presinapticos y calcineurina, pero es independiente de la
sefializacion postsinaptica y de la activacion de los astrocitos (Rodriguez-Moreno et al., 2013).
(Figura 6)
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Figura 6. Dos formas de LTD dependiente de NMDARs presinapticos en la sinapsis L4-L2/3.
Izquierda: t-LTD durante el procolo post-pre, los potenciales de accién postsinapticos activan los canales
de Ca*" dependientes de voltaje (VDCC) y el glutamato liberado presinapticamente activa los mGIluRs
postsinapticos, que activan sinérgicamente la PLC, lo que conduce a la generaciéon y liberacion
postsinaptica de endocannabinoides (eCBs). La sefial de eCBs conduce a la activacion de los receptores
CB; presentes en los astrocitos, lo que facilita la liberacién de glutamato de estos, activando los NMDARs
presinapticos en las células de L4. Derecha: p-LTD no requiere de mGIuRs ni CBi. Una rafaga de tres
potenciales de accidn presinapticos evoca la liberacion de glutamato que activa los receptores NMDARS
presinapticos cuando es seguido por un unico potencial presinaptico. Esto conduce a un aumento del Ca?*
presinaptico y depresion sindptica, requiriendo de calcineurina (CN), sin necesitar a la neurona
postsinaptica ni a los astrocitos. Tomado de Rodriguez Moreno et al., 2013.
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3. CORTEZA ENTORRINAL Y GIRO DENTADO.

El giro dentado (en inglés, dentate gyrus, DG) es un componente principal del circuito
trisinaptico del hipocampo, que transmite informacion desde la corteza entorrinal (en inglés,
entorrinal cortex, EC) a CA3, que a su vez se proyecta a la region CA1, participando asi en la
codificacion, consolidacion y recuperacion de la memoria (Yang y Dani, 2014; Stepan et al., 2015;
Di Castro y Volterra, 2022). Las células granulares son la principal poblacion celular presente en
el DG y reciben informacion sensorial polimodal de las cortezas parahipocampal y perirrinal. Las
capas 2 (L2) y 4 (L4) de la EC se proyectan al DG de la formacion hipocampal a través de la via
perforante (en inglés, perforant path, PP) (Witter, 2007). Esta estructura se diferencia en la corteza
entorrinal medial (en inglés, medial entorrinal cortex, MEC) y corteza entorrinal lateral (en inglés,
lateral entorrinal cortex, LEC). Mientras que la LEC envia informacién al hipocampo a través de
la via perforante lateral (en inglés, lateral perforant path, LPP), la MEC envia informacion a través
de la via perforante medial (en inglés, medial perforant path, MPP) (Collitti-Klausnitzer et al.,
2021). Asi, ambas estructuras, lateral y medial, estan segregadas anatomicamente e inervan
respectivamente el tercio distal y el tercio medio de la capa molecular de las células granulares (en
inglés, granular cells, GC) del DG (Di Castro y Volterra, 2022). (Figura 7).

) Hippocampus

Entorhinal_—
cortex
\l LPP
LATERAL DG
PERIRHINAL OBIECT ENTORHINAL MPP
CORTEX CORTEX

= Q

SPATIAL [ ENI L / (¢)
PARAHIPP. (¢ CORTEX CAl o
CORTEX -

Figura 7. Esquema de las conexiones corteza entorrinal-hipocampo. Tomado de Di Castro y Volterra,
2022.
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Los dos tipos de proyecciones de la EC no solo estan segregados anatdmicamente, sino que
también transmiten entradas de diferente naturaleza al hipocampo, lo que implica que la MPP y la
LPP probablemente participan en diferentes funciones (Di Castro y Volterra, 2022). Segun la
evidencia obtenida hasta la fecha, parece que la LPP transmite informacion no espacial, compuesta
por elementos de tipo olfativo, auditivo y visual (como reconocimiento del objeto) al DG; mientras
que la MPP transmite informacidn espacial y de autolocalizacion o posicidn con respecto al objeto
(Hunsaker et al., 2007).

Esta divergencia funcional esta respaldada por diferentes estudios que han registrado neuronas
con propiedades de disparo espacial especificamente en la MPP y no tanto en la LPP (Hargreaves,
et al., 2005; Solstad et al., 2008; Moser et al., 2017), y por algunos estudios de comportamiento.
En estos estudios, los animales sometidos a lesiones selectivas en la MPP o en la LPP mostraron
distintos tipos de deterioro del comportamiento: la lesion en la via medial causé defectos en las
pruebas que requerian aprendizaje espacial (Ferbinteanu et al., 1999), mientras que la lesion en la
via lateral afectd al correcto desarrollo de pruebas relacionadas con el aprendizaje contextual
(Hunsaker et al., 2007; Wilson et al., 2013). Estas investigaciones refuerzan la idea de una

contribucion diferencial de cada via en procesos de aprendizaje y memoria.

Las sinapsis de EC-DG han sido relacionadas con la Enfermedad de Alzheimer (EA). La EC
es un objetivo inicial en el estudio de la EA, ya que se produce una pérdida significativa de
neuronas en la L2 de esta corteza en las primeras etapas de la enfermedad (Marcantoni et al., 2014).
Las neuronas se ven afectadas selectivamente por el depdsito temprano de la proteina beta amiloide
(AB), un fenomeno observado tanto en humanos como en modelos de ratones transgénicos que
portan mutaciones de la EA familiar humana (Di Castro y Volterra, 2022). En varios estudios se
han observado alteraciones moleculares y funcionales que conducen a una hiperexcitabilidad
neuronal y a alteraciones en la plasticidad, existiendo una mayor predisposicién a la patologia en
la LPP (Jiang et al., 2021), que es la via menos estudiada de ambas, sobre todo con relacion a la

plasticidad y los posibles mecanismos implicados.
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3.1. PLASTICIDAD EN LA CORTEZA ENTORRINAL Y GIRO DENTADO.

En cuanto a los estudios de plasticidad en la sinapsis de EC-DG, varios estudios han
demostrado que es relativamente dificil inducir plasticidad sinéptica en células granulares del giro
dentado maduras pero no en células mas tempranas (Lopez-Rojas et al., 2016). Por ejemplo, se ha
reportado que la LTD puede ser inducida por una variedad de protocolos de estimulacion, siendo
el mas comun el protocolo de estimulacién de baja frecuencia (en inglés, low frecuency
stimulation, LFS) a 1-2 Hz aplicado sobre la MPP para inducir una LTD homosinaptica; mientras
que la LTD heterosinaptica también se ha demostrado en las sinapsis de la MPP y la LPP mediante
estimulacion de alta frecuencia (en inglés, high frecuency stimulation, HFS) de la otra entrada
sinaptica (Poschel y Stanton, 2007). Ademas, la activacion por agonistas de mGIluRs también

puede inducir diferentes formas de LTD en el DG (Péschel y Manahan-Vaughan, 2005).

En relacion con la LTP, la primera forma de plasticidad que se descubrio en la via perforante
fue en la sinapsis establecida entre la MPP y las células granulares del giro dentado. Se observo in
vivo una LTP en conejos anestesiados (Bliss y Lomo, 1973) En este estudio, la LTP se indujo
utilizando un breve tren de potenciales de accién de alta frecuencia, asegurando asi la
despolarizacion pre y postsinaptica coincidente. Como resultado, se observd una mejora en la
eficacia sinaptica (Bliss y Cooke, 2011). Es decir, la LTP se puede inducir en esta sinapsis con un
protocolo de alta frecuencia que clasicamente induce una robusta LTP en otras sinapsis (en inglés,
Theta-burst stimulation, TBS).

4. ASTROCITOS.

El sistema nervioso esta formado principalmente por dos tipos de grupos celulares: las
neuronas y las células gliales o glia. La glia se puede dividir en: macroglia, que incluye células
como astrocitos, oligodendrocitos, células ependimarias (éstas tres estan localizadas en el Sistema
Nervioso Central, SNC) y células de Schwann (en el Sistema Nervioso Periférico, SNP); y
microglia. En concreto, los astrocitos son el tipo de célula glial mas abundante en el SNC de los

mamiferos y el interés en su estudio ha aumentado bastante en los Gltimos afios debido a sus
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funciones recientemente descubiertas en la formacion, maduracion, eficacia y plasticidad de las
sinapsis (Freeman, 2010). Un desafio importante para la neurociencia es llegar a conocer todas las
funciones de los astrocitos y comprender como se comunican entre si y con las neuronas durante

el desarrollo para establecer arquitecturas de redes neuronales y astrociticas apropiadas.

Las propiedades estructurales del citoesqueleto de astrocitos son mantenidas gracias a la
red de filamentos intermedios, de la cual el componente fundamental es la proteina &cida fibrilar
glial (en inglés, glial fibrillary acidic protein, GFAP). El nombre de astrocito viene de la forma
estrellada que tienen estos filamentos intermedios del citoesqueleto cuando se ponen de manifiesto
en su citoplasma, ya que estas células poseen numerosas prolongaciones celulares que le dan un
aspecto estrellado. No obstante, la forma celular real de los astrocitos puede ser muy variable y se
clasifican en dos grandes grupos: protoplasmicos, localizados en la sustancia gris, tienden a tener
contornos mas irregulares y emiten muchas prolongaciones que se pueden ramificar varias veces
y cuyos extremos se denominan pies terminales; y fibrosos, que se encuentran en la sustancia
blanca, con prolongaciones mucho mas delgadas y casi sin ramificar (Miller y Raff, 1984; Megias
et al., 2022). Los astrocitos protoplasmicos estan en estrecho contacto con los compartimentos
presinapticos y postsinapticos y participan activamente en el desarrollo y la funcién sinaptica en
la mayoria de las partes del cerebro. Ademas, existen algunas células astrogliales especializadas,
como las células de Muller en la retina y las células gliales de Bergmann en el cerebelo (Zhou et
al., 2019). Es decir, se desafia la vision convencional de que los astrocitos son morfolégicamente
homogéneos en todo el cerebro; en cambio, muestran diversidad morfoldgica especifica segun el
circuito y la regién que puede contribuir a una interaccién espaciotemporal heterogénea de

astrocitos y neuronas en diferentes areas del cerebro.

Los términos “astrocitosis”, “astrogliosis”, “gliosis reactiva”, “reactividad de astrocitos”
o “astrogliosis reactiva”, se han utilizado para describir las respuestas de astrocitos a eventos
anormales o inflamatorios que ocurren en el SNC, que incluyen enfermedades neurodegenerativas
y desmielinizantes, epilepsia, trauma, isquemia, infeccion y cancer. La astrogliosis reactiva se
podria definir como el proceso mediante el cual, en respuesta a la patologia, los astrocitos se
involucran en programas molecularmente definidos que implican cambios en la regulacion
transcripcional, asi como remodelaciones bioquimicas, morfoldgicas, metabolicas y fisiologicas,

con el objetivo de reestablecer la homeostasis en el medio (Escartin et al., 2021).
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En contraste con el paradigma aceptado clasicamente que afirma que la funcién cerebral
resulta exclusivamente de la actividad neuronal, estudios mas recientes sugieren que la funcion
cerebral podria surgir en realidad de la actividad concertada de una red de neuronas y glia. El
término “sinapsis tripartita” hace referencia a un concepto de la fisiologia sinaptica basado en la
demostracion de la existencia de una comunicacion bidireccional entre astrocitos y neuronas
(Figura 8). De acuerdo con este concepto, ademas del clésico flujo de informacion "bipartito" entre
las neuronas presinapticas y postsinapticas, los astrocitos intercambian informacién con los
elementos neuronales sinapticos, respondiendo a la actividad sinaptica y, a su vez, regulando la

transmision sinaptica (Perea et al., 2009).

Anteriormente, se consideraba que los astrocitos desempefiaban funciones simples de
apoyo Yy soporte para las neuronas, brindando de forma pasiva las condiciones ambientales
adecuadas para desarrollar la funcion neuronal apropiada. Ademas, debido a que la funcion
neuronal transmite sefiales eléctricas principalmente y los astrocitos no son excitables
eléctricamente (expresan canales i6nicos de membrana, pero el nivel de expresion de algunos
canales clave es relativamente bajo), los astrocitos no se han tenido en cuenta como células de
sefializacion (Araque y Navarrete, 2010). La evidencia obtenida durante los Gltimos afios ha
cuestionado el concepto de los astrocitos como elementos pasivos y, en cambio, indica que los
astrocitos desempefian un papel activo como procesadores de informacion en el funcionamiento
del cerebro. Se sabe que los astrocitos desempefian funciones claves en numerosos procesos del
desarrollo y la fisiologia del SNC, como el metabolismo neuronal, la sinaptogénesis, la
homeostasis del medio extracelular o el control del flujo sanguineo cerebral. Ademas, se ha
demostrado gracias al uso de técnicas como la fluorescencia sensible a Ca?" intracelular que los
astrocitos muestran una forma de sefializacion celular basada en variaciones de la concentracion

de este ion en el citosol en lugar de cambios eléctricos en la membrana (Perea y Araque, 2005).

Mas concretamente, los canales dependientes de voltaje expresados por los astrocitos
funcionan principalmente como un mecanismo para el mantenimiento homeostatico de los niveles
extracelulares de iones (Seifert et al., 2006), con implicaciones menores para la sefializacion
celular. Por el contrario, los astrocitos utilizan principalmente el Ca?* almacenado en el reticulo
endoplasmico como fuente de Ca?* citoplasmatico, que actlia como sefial celular. Por tanto,

mientras que las neuronas basan su excitabilidad celular en las sefiales eléctricas generadas a través
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de lamembrana, los astrocitos basan su excitabilidad celular en las variaciones de la concentracion
de Ca?* en el citosol. Estas variaciones de Ca?* funcionan como una sefial intracelular e intercelular
que puede propagarse dentro y entre astrocitos, es decir, a diferentes regiones de la célula 'y a
diferentes células y, con ello, desencadenar respuestas con importantes implicaciones para la

funcién neuronal (Perea y Araque, 2005).

Es decir, los efectos en las variaciones de Ca?* no se encuentran restringidos a un solo astrocito,
sino que pueden transmitirse a los astrocitos circundantes creando ondas de Ca?* Las ondas de
Ca?* son una forma de comunicacion entre astrocitos y fueron descritas en cultivos de astrocitos,
donde se observo que la sefial de Ca?* intracelular podia viajar a los astrocitos adyacentes, llegando
a recorrer hasta 450 um? sin que se detectase una disminucion en la sefial (Cornell-Bell et al., 1990;
Charles et al., 1991).

Astrocyte

Postsynaptic
neuron

Presynaptic
neuron

Figura 8. Esquema de la sinapsis tripartita. llustracion que representa la transferencia de informacion
entre elementos neuronales y astrocitos en la sinapsis tripartita. Los astrocitos responden con aumentos de
Ca®* a los neurotransmisores (Nt) liberados durante la actividad sinaptica y, a su vez, controlan la
excitabilidad neuronal y la transmisién sinaptica a través de la liberacion de gliotransmisores (Gt)
dependientes de Ca**. Tomado de Perea et al., 2009.
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Ademas de la excitabilidad neuronal, los astrocitos pueden modular la actividad sinéptica
a través de la activacion de receptores pre y postsinapticos gracias a gliotransmisores liberados por
astrocitos cercanos. Los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la liberacion de
gliotransmisores han sido muy debatidos y estudiados (Araque et al., 2014; Shigetomi et al., 2016)
y uno de estos mecanismos que liberan sustancias de manera regulada al espacio extracelular es el
que depende el complejo proteico SNARE. Varias investigaciones han demostrado que la
liberacion glial tiene un mecanismo que depende del calcio y de la proteina SNARE (Araque et
al., 2000).

Para ayudar a investigar el papel de los astrocitos en la regulacion de la transmision
sinaptica, se han generado ratones transgénicos inducibles que expresan un dominio SNARE
negativo dominante de forma selectiva en los astrocitos con el objetivo de bloguear la liberacion
de transmisores de estas células gliales (Fujita et al., 2014). En la generacion de estos ratones hay
dos lineas diferentes (Figura 9): una primera linea contiene el promotor de la proteina &cida fibrilar
glial (GFAP) que media la expresion del transactivador de tetraciclina (tTA); mientras que la
segunda linea tetO.dn-SNARE contiene un dominio dn-SNARE regulado por un operador tetO y
una proteina de fluorescencia verde (EGFP). Cuando ambas lineas son cruzadas, el dominio dn-
SNARE se expresa especificamente en los astrocitos. Para lograr una regulacion temporal
inducible y reversible de la expresion del transgén dn-SNARE, los ratones dn-SNARE utilizan el
sistema "Tet-Off", en el que el tratamiento con tetraciclina o su andlogo doxiciclina (Dox)
desactiva la expresién génica. Cuando no se les administra Dox, la expresion del transgén dn-
SNARE interfiere con la formacion del complejo SNARE, lo que provoca un bloqueo de la
exocitosis y una liberacion vesicular alterada en los astrocitos (Sultan et al., 2015).
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Figura 9. Expresion especifica de astrocitos del dominio dn-SNARE. (A) Se generaron dos lineas de
animales, hGFAP.tTAy tetO.SNARE. Cuando se cruzan estas lineas, Dox suprime la expresion de SNARE,
EGFP y lacZ. (B) Expresion de b-galactosidasa (b-Gal) en una seccion parasagital de cerebro de ratén dn-
SNARE (barra de escala, 1 mm). (C y D) Las rodajas de ratones dn-SNARE (TDox) muestran la regulacion
transgénica por Dox (barra de escala, 200 mm). (E) La fluorescencia de EGFP y b-Gal y (F) la
inmunorreactividad de GFAP demuestran la expresion de productos génicos en astrocitos. (G) Iméagenes
combinadas (E) y (F). Modificado de Sultan et al., 2015.

5. RECEPTORES DE GLUTAMATO.

Glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC de los mamiferos,
participando en procesos muy relevantes como la sinaptogénesis, la maduracion neuronal y la
transmision sinaptica. En concreto, la transmision glutamatérgica juega un papel determinante en
fendmenos de plasticidad sinéptica, por ejemplo, participa tanto en la LTP como en la LTD. Una
gran cantidad de evidencia indica que alteraciones en la transmision glutamatérgica pueden

desencadenar una serie de enfermedades y dafios cerebrales como ataques epilépticos,
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enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, enfermedad de Huntington, Parkinson o

Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA).

Los receptores de glutamato se clasifican en dos grandes grupos diferenciados (Figura 10):

ionotropicos, canales ionicos regulados por ligando permeable a cationes que participan en la

transmision sindptica rapida del sistema nervioso; y metabotropicos, acoplados a proteinas G, que

participan en la transmision sindptica lenta del sistema nervioso (Coyle, 2006).
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Figura 10. Tipos de receptores de glutamato y su organizacién estructural. Arriba: organizacién del
dominio de iGIuRs (verde) y mGIuRs (azul). Abajo: arboles filogenéticos que muestran los grupos de
iGIuRs y mGIuRs y sus subunidades. Modificado de Reiner y Levitz, 2018.
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5.1. Receptores ionotropicos de glutamato (iGIuRs).

Los receptores ionotropicos de glutamato (iGIuRs) pueden clasificarse en tres grandes grupos
en funcion de la afinidad de los agonistas especificos que los activan (Hollman y Heinemann,
1994):

e Receptores AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico): AMPAR;
subunidades GIuA).
e Kainato (&cido kainico): KAR; subunidades GluK.

e Receptores NMDA (N-metil-D-aspartato): NMDAR; subunidades GIuN.

Los iGIUR se ensamblan como tetrdmeros que constan de cuatro subunidades iguales
(homomeros) o distintas (heteromeros). La interaccion del agonista con el iGIUR produce un
cambio conformacional en el dominio transmembrana del tetrdmero, formando un canal cationico
no selectivo permeable tanto para Na* como para K* (Traynelis et al., 2010). El canal formado por
el receptor NMDA (en inglés, NMDA receptor, NMDAR) permite también el paso de iones de
Ca?*, lo que se traduce en un incremento de la concentracion de Ca?* intracelular cuando el receptor

se activa.

5.1.1. Receptores de NMDA.

Los receptores de tipo NMDA conforman un elemento clave en la transmision excitatoria y la
plasticidad sinaptica en el sistema nervioso central (Panatier et al., 2006). Ademas, estos receptores
se han visto implicados en mecanismos de excitotoxicidad, enfermedades neurodegenerativas y

desdrdenes psiquiatricos (Lau y Zukin, 2007).

Los NMDAR son diversos en su composicion molecular (subunidades), sus propiedades
biofisicas y farmacoldgicas, su interaccion con diferentes moduladores alostéricos y su
localizacion subcelular (Mony et al., 2009) (Figura 11). La composicion de subunidades varia entre
las regiones del SNC durante el desarrollo y en los estados patologicos (Lau y Zukin, 2007).
También hay evidencia de que incluso en sinapsis completamente maduras, el contenido de la

subunidad NMDAR cambia segun la actividad neuronal (Paoletti et al., 2013).
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Se han identificado hasta el momento siete subunidades, que se pueden agrupar en tres grupos
dependiendo de la similitud de sus secuencias: la subunidad GIuN1, cuatro subunidades GIuN2
(GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C y GIuN2D), codificadas por cuatro genes distintos, y dos subunidades
GIuN3 (GIuN3A y GIuN3B), que también provienen de dos genes diferentes (Cull-Candy y
Leszkiewicz, 2004).

Estas subunidades comparten una misma estructura compuesta por cuatro dominios diferentes:
el dominio de unién del agonista (ABD), el dominio transmembrana (TMD) formado por tres
segmentos de membrana (M1, M3 y M4) y uno (M2) que contiene el poro del canal iénico; el
dominio extracelular N- terminal (NTC) y el dominio intracelular C-terminal (CTD) (Paoletti,
2011). Los lazos extracelulares (S1y S2) forman un dominio de interaccion para las moléculas co-
agonistas: glicina y D-serina (GIuN1 y GIuN3) y glutamato (GIuNZ2). Los receptores funcionales
de NMDA estan compuestos por dos subunidades GIuN1 y una combinacion de GIuN2 y/o GIuN3
y son permeables a Na*, K* y Ca?*, mientras el poro del canal se mantiene blogueado por Mg?* de
forma dependiente de voltaje. En el dominio C-terminal existen sitios de interaccion con otras
proteinas y sitios de fosforilacion, que regulan la localizacién y actividad de los NMDARs (Chen
y Roche, 2009).
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Figura 11. Estructura y subunidades de los receptores NMDA. (A) Subunidades del NMDAR: GIuN1,
GIUN2A- GIuN2D y GIuN3A y GIuN3B. M1-M4 indican los segmentos de transmembrana. (B) Todas las
subunidades GIUN comparten una estructura que se compone de cuatro dominios distintos. (C) Modelo de
un heterodimero GIuN1/GIuN2 basado en las estructuras cristalinas de rayos X de GIuN1/GIuN2B. Los
signos (+) indican moduladores alostéricos positivos y los signos (-) indican moduladores alostéricos
negativos, mientras que los signos de interrogacion (?) indican incertidumbre de la localizacion exacta del
sitio de union. (D) Muestra de las diversas poblaciones de NMDARs diheteroméricos y triheteroméricos
gue se cree que existen en el SNC. Modificado de Paoletti et., al. 2013.

En cuanto a la participacion de los NMDARs en la plasticidad sinaptica, algunos de los
mecanismos de induccion de plasticidad més frecuentes dependen de la activacion de receptores
de tipo NMDA que acttian como detectores de coincidencia (Bliss y Collingridge, 2019). La STDP
en las sinapsis glutamatérgicas estd mediada por las mismas vias de sefializacion que median la
LTP y la LTD clasicas: la LTP y la LTD dependientes de NMDARs (Figura 12), en las que la
liberacion presinaptica y la despolarizacion postsinaptica correlacionadas desencadenan la entrada
de Ca?* a través de NMDARs postsinapticos y canales de Ca?* dependientes de voltaje (en inglés,
voltage-dependent Ca?* channels, VDCC). La induccién de LTP frente a LTD esta determinada
por la magnitud y el curso temporal del flujo del calcio, que es alto para la LTP y bajo parala LTD
(Lisman, 1989; Feldman, 2012;).



En concreto, si un potencial de accion sucede después de la actividad presinaptica, el glutamato
activael NMDAR y la despolarizacion ligera que se produce permite que el Mg?* deje libre el poro
del canal del NMDAR, provocando el aumento de Ca?* intracelular y se inducira la LTP. Por el
contrario, si el potencial de accion postsinaptico ocurre antes que la activacion presinaptica, la
despolarizacion asociada desaparecera y se reducird la entrada de Ca?" a través de receptores
NMDA, induciendo una LTD (Markram et al., 2011). Los principales mecanismos de expresion
son postsindpticos, mediante la adicion o eliminacién de receptores AMPA postsinapticos
(AMPAR) y cambios en la conductancia de un solo canal (Malinow y Malenka, 2002), aunque

también puede ocurrir expresion presinaptica.
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Figura 12. Principales formas de LTP y LTD. (A) La induccion de la LTP dependiente de NMDARs
depende de la activacion de los receptores de tipo NMDA postsinapticos y de la proteina quinasa Il
dependiente del complejo Calcio/Calmodulina (CaMKII). El cese del bloqueo por Mg?* dependiente de
voltaje de los NMDARs permite a la sinapsis detectar la coincidencia de la liberacidn presinaptica de
glutamato y la despolarizacion postsinaptica. La insercion de receptores de tipo AMPA en la membrana
postsinaptica es el mecanismo principal que subyace a la expresién de LTP. (B) La LTD dependiente de
receptores de tipo NMDA se activa por la entrada de calcio a través de los receptores de tipo NMDA
postsinapticos, permitiendo un incremento en la actividad de la proteina fosfatasa Calcineurinay la proteina
Fosfatasa 1 (PP1). EI mecanismo principal de expresién involucra la internalizacion de los receptores de
tipo AMPA postsinapticos. Modificado de Kauer y Malenka, 2007.
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También se ha caracterizado una forma de LTP presinaptica en algunas regiones como la
sinapsis establecida entre las fibras musgosas y la region CA3 del hipocampo, o la sinapsis
cerebelar entre las fibras paralelas y las células de Purkinje. La induccion de la LTP depende de la
actividad sinaptica repetitiva que da lugar a la entrada de Ca*presinaptico, el cual activa a la adenil
ciclasa (AC) y esta activacion produce un aumento de los niveles de AMPc, activando éste a la
proteina quinasa A (PKA). Esto modifica las funciones de Rab3a y RIMla permitiendo el
incremento de la liberacion de glutamato (Kauer y Malenka, 2007). EI mecanismo principal de

expresion involucra un incremento en la liberacidn de neurotransmisores presinapticos.

Ademas de los modelos clésicos, existe una tercera via de sefializacion para la LTD en la que
los NMDAR postsinapticos no estan involucrados y que es dependiente del receptor metabotrdpico

de glutamato (mGIuR) y/o del receptor cannabinoide tipo 1 (CB1R), (Feldman, 2012).

5.2. Receptores metabotrdpicos de glutamato (mGIuRs).

Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuRs) constan de siete dominios
transmembrana, caracteristicos de todos los receptores acoplados a proteinas G, que estan
separados por pequefias asas intra y extracelulares (Hollman y Heinemann, 1994). Pueden
dividirse en tres grupos en funcion de la homologia de su secuencia de aminoacidos (60-70% para
un mismo grupo, que se reduce hasta un 40-45% cuando se comparan entre miembros de diferentes

grupos), sus propiedades farmacoldgicas y la via de transduccion de sefiales que activan:

e Grupo I: constituido por receptores mGIluR1 y mGIuRb5. Esté asociado a la activacion de
la fosfolipasa C (en inglés, phospholipase C, PLC), generando dos segundos mensajeros:
diacilglicerol (DAG) que activa a la proteina quinasa C (en inglés, protein kinase C, PKC),
e inositol trifosfato (IPs) que media la liberacion de calcio de los depositos intracelulares
(Heidinger et al., 2002).

e Grupo IlI: constituido por receptores mGIuR2 y mGIuR3. Estan acoplados negativamente
a la enzima adenilatociclasa (AC) y, por tanto, a la reduccion de los niveles de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) (Manzoni et al., 1992).
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e Grupo Ill: constituido por receptores mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8. También
estan acoplados de forma negativa a la adenilatociclasa, inhibiendo el AMPc (Ladera et al.,
2007).

La tercera via de sefializacion para la plasticidad, y en concreto para la LTD (Figura 13),
es la que no necesita de la participacion de los NMDARs postsinapticos, sino que es dependiente
de mGIuRs y/o del receptor cannabinoide tipo 1 (CB1R). En este caso, la LTD se expresa a traves
de una disminucion en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor presinéptico. En la LTD
dependiente de CB:1R, que esta mas relacionada con STDP, la activacion del calcio postsinaptico
y mGIuR desencadena la sintesis dendritica de endocannabinoides, que se difunden de forma
retrograda para activar los CB:1R en el terminal presinéptico y provocan una disminucion duradera
en la probabilidad de liberacion (Chevaleyre et al., 2006). Otras formas de mGIuR-LTD son
independientes de CB1R y se expresan postsinapticamente, pero estdn menos vinculadas a la STDP
(Feldman, 2012).

A mGluR-dependent LTD B eCB-LTD
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Figura 13. Forma de LTD dependiente de mGIuRs y de sefializacion mediada por eCBs. (A) La
activacion de mGIuR1/5 postsindptico desencadena la internalizacién de AMPAR postsinapticos, un
proceso que en algunas condiciones parece requerir la sintesis de proteinas. (B) La activacion de los
receptores metabotropicos de tipo 1y 5 permite la activacién de la Fosfolipasa C (PLC) y/o un incremento
de los niveles de Ca®* intracelular, dando lugar a la sintesis de eCBs. Los eCBs son liberados desde la
neurona postsinaptica y viajan retrégradamente para unirse a los receptores presinapticos cannabinoides de
tipo 1 (CBs). La prolongada activacion de los receptores CB1 deprime la liberacion del neurotransmisor.
Modificado de Kauer y Malenka, 2007.
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1. OBJETIVOS GENERALES.

1.

Determinar los mecanismos celulares y moleculares que estan implicados en los cambios
que experimenta la spike timing-dependent plasticity (STDP) durante el desarrollo
postnatal, en la sinapsis establecida entre las neuronas de la capa 4 y las neuronas de la

capa 2/3 de la corteza somatosensorial primaria de raton.

Determinar los mecanismos celulares y moleculares que estan implicados en los cambios
que experimenta la spike timing-dependent plasticity (STDP) durante el desarrollo
postnatal en la sinapsis establecida entre las neuronas de las capas 2 y 4 de la corteza

entorrinal y las del giro dentado del hipocampo de raton.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.

Determinar los mecanismos celulares y moleculares que estan involucrados en la induccion
y la expresion de t-LTD en la sinapsis establecida entre las neuronas de capa 4 y las neuronas

de capa 2/3 de la corteza somatosensorial de ratén a edades comprendidas entre P13-27.

Determinar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la pérdida de t-LTD
en la sinapsis establecida entre las neuronas de capa 4 y las neuronas de capa 2/3 de la

corteza somatosensorial de ratén a edades comprendidas entre P28-37.

Determinar los mecanismos celulares y moleculares que median la induccién y la expresion
de t-LTP en la sinapsis establecida entre las neuronas de capa 4 y las neuronas de capa 2/3

de la corteza somatosensorial de raton a edades comprendidas entre P38-60.

Determinar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la induccion y la
expresion de t-LTD en la sinapsis establecida entre las neuronas de las capas 2 y 4 de la
corteza entorrinal de la via lateral (LPP) y las granulares del giro dentado a edades

comprendidas entre P13-21.
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5. Determinar los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la induccién y la
expresion de t-LTD en la sinapsis establecida entre las neuronas de las capas 2 y 4 de la
corteza entorrinal de la via medial (MPP) y las granulares del giro dentado a edades

comprendidas entre P13-21.
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Materiales y Métodos
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1. ANIMALES.

Los experimentos se realizaron en rodajas obtenidas del cerebro de ratones de la cepa
C57BL/6 de ambos sexos adquiridos de Harlan Laboratories (Espafia) con edades postnatales (P)
comprendidas entre 13 y 60 dias (P13 - P60, tomando PO como el dia de nacimiento). Los animales
se mantuvieron en condiciones estandar, con un ciclo continuo de luz/oscuridad de 12 horas a
temperaturas entre 18-24°C y 40-60% de humedad, sin restriccion de alimentos y agua. Se
establecio el uso de un minimo de 6 rodajas de cerebro por cada experimento procedentes de 2-3
ratones diferentes. En algunos experimentos, fue necesario el uso de ratones transgénicos de las
mismas edades, (dn)-SNARE, en los que la liberacion vesicular de gliotransmisores de los
astrocitos no funciona (Pascual et al., 2005; Sardinha et al., 2017). Todos los procedimientos se
realizaron de acuerdo con la Directiva de la Unidn Europea 2010/63/UE relativa a la proteccion
del uso de animales con fines cientificos y fueron aprobados por el Comité de Etica de la

Universidad Pablo de Olavide y el Comité de Etica de la Junta de Andalucia.

2. OBTENCION DEL TEJIDO Y PREPARACION DE RODAJAS.

Los animales fueron anestesiados con isoflurano al 2% y sacrificados por decapitacién. El
cerebro fue extraido y colocado en una solucion artificial “ringer” de contenido similar al liquido
cefalorraquideo (ACSF), a una temperatura de 0-4°C y compuesta por (en mM): NaCl, 126; KClI,
3; NaH2PO4, 1,25; MgSOs, 2; CaClz, 2; NaHCOs, 26; y glucosa, 10. El pH se ajusto a 7.2-7.3 y la
osmolalidad alrededor de unos 300 mOsM. Una vez extraido el cerebro, se utilizé un vibratomo
(Leica VT1000S) para obtener rodajas de cerebro de 350 um de grosor cortadas horizontalmente
y con una inclinacion de 45° que contuvieran los barriles de la corteza somatosensorial, como se
ha descrito en trabajos previos (Agmon y Connors, 1991; Rodriguez-Moreno et al., 2013; Banerjee
et al., 2014). En los experimentos de EC-GC, la orientacion de corte fue horizontal. Las rodajas se
recuperaron a temperatura ambiente, al menos durante 1 hora antes de comenzar los registros
electrofisiologicos, en una camara con ACSF (95% 02/5% COz) oxigenando continuamente (ver

ejemplo en la Figura 14). Para los registros, las rodajas se colocaron en un microscopio (Leica
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DM6/DM6000 CFS) y posteriormente se localizé la zona a registrar (L4-L2/3 de la corteza

somatosensorial primaria 0 MPP/LPP-GC, segun proyecto).

Figura 14. Ejemplo de obtencién del tejido y preparacion de rodajas para los experimentos de L4-
L2/3. (A) Instrumental utilizado para la extraccion del cerebro. (B) Angulo de corte (tomado de Agmon y
Connors, 1991) y vibratomo Leica VT 1000S donde se fijo el cerebro para conseguir rodajas de 350 um de
grosor. (C) Camara donde se mantuvieron las rodajas recuperandose y oxigenando de forma continua.

2.1. Soluciones.

Se utilizaron fundamentalmente dos tipos de soluciones fisioldgicas: extracelular e

intracelular.

La solucion extracelular (ringer) se prepara a diario. Esta solucién es necesaria para
permitir la recuperacion de las rodajas y mantener la viabilidad de las mismas durante la
realizacion de los registros electrofisioldgicos. La solucion ringer se preparo a partir de dos tipos
de soluciones o “stocks™: 100 ml de stock I (solucién con pH éacido) y 110 ml de stock I (solucion

con pH basico). En las siguientes tablas se detalla la composicion de cada uno de los stocks:

52



STOCK I
Sustancia Ref.
SIGMA
NaCl S7653-
Sodium Chloride 1KG
KCI P9541 -
Potassium Chloride 500G
NaH2PO4 71505-
Sodium phosphate 250G
monobasic
dyhidrate

MgSO4-7H20 63138-

Magnesium sulfate 250G

heptahydrate

CaCl2-2H,0 223506-

Calcium Chloride 500G
dihydrate
Glucosa G8270-
1Kg

Tabla 1. Composicién de la solucién STOCK I.

Peso

molecular

58.44

74.56

156.01

246.50

147.00

180.20

mM

126.00

3.00

1.25

2.00

2.00

10.00

g/L
1x

7.363

0.224

0.195

0.493

0.294

1.802
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g/L
10x

73.63

2.24

1.95

4.93

2.94

18.02
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STOCK I
Sustancia Ref. Peso mM g/L g/L
SIGMA  molecular 1x 10x
NAHCO3 Sodium  S6297- 84.01 24.00 2.016 20.162
bicarbonate 1Kg

Tabla 2. Composicién de la solucion STOCK 1.

La solucion intracelular utilizada para los registros con la técnica de patch-clamp es de K-

Gluconato (current-clamp, pH 7.2-7.3, 290 mOsM) cuya composicion es:

Sustancia Prov./Cédigo  Peso molecular mM Peso (mg) para
50 mL
CeH11KO7 SIGMA 234.25 110 mM 1288.375
. 4500-
Potassium 54500-500g
D-gluconate
CeH18N204S SIGMA 238.30 40 mM 476.6
H3375-5009

HEPES Minimun
99.5% titration

ATP-Mg SIGMA 507.18 4mM 101.436
A9187-1g

GTP Sodium Salt SIGMA 523 0.3mM 7.845
G8877-100

mg
NaCl AMRESCO 58.44 4 mM 11.688

Sodium Chloride (SIGMA)

Tabla 3. Composicion de la solucidn de interna.



3. REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS.

Se obtuvieron registros electrofisiologicos de potenciales postsinapticos excitadores
evocados (eEPSP) con la técnica de patch-clamp en su configuracion de célula completa (whole-
cell) a partir de células piramidales de capa 2/3 en los experimentos de corteza y de células
granulares del giro dentado en los experimentos de EC-DG, a una temperatura cercana a los valores
fisioldgicos (30-34 °C) y utilizando un amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices) en el
modo current-clamp. Para este tipo de registros, se utilizaron pipetas de borosilicato fabricadas
con un puller P-97 (Sutter Instruments), cuya resistencia fue del orden de 4-7 MQ cuando se
Ilenaron con la solucidn interna descrita anteriormente. La visualizacion de las células se realizo
mediante microscopia de contraste de interferencia diferencial infrarroja, usando un objetivo de

inmersion en agua de 25x con una magnificacion adicional 1.25x.

Para estudiar la plasticidad, los potenciales postsinapticos excitadores (EPSPSs) se evocaron
alternativamente utilizando dos electrodos de estimulacion monopolares, electrodo de la ruta test
0 pareada (S1) y electrodo de la ruta control o no pareada (Sz), a una frecuencia de 0.2 Hz. Estos
electrodos de estimulacion se colocaron a 200-400 um de distancia del soma celular en el caso de
los experimentos de corteza somatosensorial, mientras que para los experimentos de corteza
entorrinal y giro dentado se colocaron en el tercio distal y medial del arbol dendritico de las células
granulares del giro dentado, correspondientes a las vias perforantes lateral y medial
respectivamente, a 200-300 pum del soma. Se evocaron los EPSP mediante breves pulsos de
corriente (200 ps, 0.1-0.2 mA), como se ha descrito anteriormente (Andrade-Talavera et al., 2016).
La estimulacion se ajustd para obtener una amplitud méaxima de los eEPSP de aproximadamente
3-5 mV en condiciones control. La independencia de los electrodos de estimulacién (S1y S2) se
asegurd por la falta de facilitacion cruzada de los eEPSP cuando ambas vias se activaron
alternativamente a intervalos inter-estimulo de 50 ms de separacion. La plasticidad se evalué como
cambios en la magnitud de la pendiente de los eEPSP tras la aplicacion de los protocolos de

plasticidad.

Para realizar los experimentos se registraron células con un potencial de membrana menor
o igual a -55y se les aplicé un protocolo de pulsos de corriente hiperpolarizantes y despolarizantes

(step protocol). Se tomd como criterio para excluir células un cambio en la resistencia en serie de
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mas del 15% durante el experimento. Los registros se realizaron filtrando la sefial a 3 kHz y los

datos se adquirieron a 10 kHz.

A

Microscopio

Micromanipulador con
electrodo de estimulacién
u (ruta pareada)

Micromanipulador con
electrodo de estimulacién
(ruta control)

Micromanipulador
con electrodo de

/ fooA
; Céamara de registro/
registro ; \
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Controlador
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Figura 15. Elementos del setup de registro. (A) Microscopio Leica DM6/DM6000 CFS con sus diferentes
componentes. (B) Equipos utilizados para la realizacion de experimentos. (C) Camara de registro. (D)
Ejemplo de vision ampliada usando un objetivo 10x de L4-L2/3 de la corteza somatosensorial primaria con
los electrodos de estimulacién y registro. (E) Ejemplo de imagen de la pipeta de registro sobre una célula
piramidal de L2/3 con un objetivo de 25x.



4. PROTOCOLOS EMPLEADOS EN LOS EXPERIMENTOS.

Para el estudio de la spike timing-dependent plasticity (STDP) o plasticidad dependiente del
orden y el intervalo temporal entre potenciales de accién, se colocaron dos electrodos de
estimulacion (Si1: electrodo test o de la ruta pareada y Sz: electrodo control o de la ruta no pareada)
de tal forma que se evitaba que ambos electrodos estimularan los mismos conjuntos de fibras. Los
eEPSP fueron provocados alternativamente en ambas rutas a una frecuencia de 0.2 Hz mediante
breves pulsos de corriente, como ya se ha descrito en el apartado anterior. En concreto, el protocolo
de STDP utilizado en todos los experimentos de plasticidad fue un protocolo tipico de depresion
de larga duracién -spike timing-dependent long term depression (t-LTD)- y se aplico de la
siguiente manera: en S1 un pulso presinaptico (provocado por un pulso de corriente bajo; 5 ms,
0.1-0.5 pA) se pare6 con un potencial postsinaptico 100 veces con un intervalo temporal de -18
ms (protocolo post-pre), mientras que Sz no fue pareada.

Uno de los métodos indirectos que puede sugerir si el mecanismo de accién de los
fendmenos observados es de naturaleza presinéptica o postsinaptica es el protocolo de facilitacion
por pares de pulsos (PPF) y en estos experimentos se obtuvieron datos de PPF. Se evocaron dos
EPSP durante 30 segundos a la frecuencia basal (0.2 Hz) con un intervalo entre estimulos de 40
ms, tanto al comienzo como al final del experimento, es decir, 30 minutos después del final del
protocolo de STDP.

El proceso seguido para la realizacion de los experimentos puede resumirse de la siguiente
forma: tras finalizar el protocolo PPF al inicio del experimento y previo a la induccion de la STDP,
la magnitud de la pendiente de los eEPSP fue monitorizada para establecer una linea base estable
de 10 minutos de duracion estimulando a una frecuencia de 0.2 Hz. Después de esto, se aplico el
protocolo de t-LTD o protocolo post-pre (At = -18 ms), como se ha descrito previamente.
Finalmente, la pendiente de los eEPSP fue monitorizada durante al menos 30 minutos después de
la induccion de la t-LTD a 0.2 Hz, manteniendo constante la estimulacion. Tras ello, se volvio a
aplicar el protocolo PPF (Figura 16).
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Figura 16. Esquema del protocolo utilizado para la induccién de la t-LTD y curso temporal de los
experimentos. Se muestra el protocolo post-pre con el intervalo temporal entre el pico de la espiga
postsindptica y el comienzo de los eEPSP de 18 ms; asi como el curso temporal de los experimentos. Se
registraron eEPSPs a una frecuencia de 0.2 Hz y tras una linea basal estable de 10 minutos, se aplicé el
protocolo post-pre (100 pulsos) a la misma frecuencia y una vez finalizado el protocolo se monitorizaron
los EPSP durante al menos 30 minutos. Se obtuvieron datos de PPF tanto al inicio (antes de establecer la
linea basal) como al final del experimento (al menos 30 minutos después del final de la aplicacion del
protocolo de plasticidad).

En algunos experimentos, durante la induccion de la t-LTD se emplearon “puffs” o
aplicaciones locales de glutamato utilizando un Picospritzer (Parker Hannifin). Para este proposito,
el glutamato se disolvio en ACSF y se aplico sobre un astrocito cercano a la célula bajo registro,
utilizando una pipeta con una presién de 10 psi durante 50-200 ms. La actividad neuronal se

registro antes y después de la induccion de la t-LTD.

5. FARMACOLOGIA.

Los siguientes compuestos se adquirieron de Sigma Aldrich: BAPTA (20 mM, N.° Cat.
A4926), CPA (60 nM, N. ° Cat. 119135), GDPBS (1 mM, N. ° Cat. G7637) y cloruro de Zinc (300
nM, N.° Cat. 208086), asi como los compuestos para ASCF y la solucion de current-clamp; y de
Tocris Bioscience: (+)-MK-801 maleate (500 uM, N.° Cat. 0924), D-AP5 (50 uM, N. ° Cat. 0106),
8- CPT (2 uM, N. ° Cat. 6137), cPTIO (100 uM, N. ° Cat. 0772), acido L-glutadmico o L-glutamic
acid en inglés (100 uM, N. ° Cat. 0218), LY367385 (100 uM, N. ° Cat. 1237), LY341495 (100
UM, N.° Cat. 1209), PPDA (10 pM, 2530), Ro 25-6981 (0.5 uM, N. ° Cat. 1594), AM251 (3 uM,
Cat. No. 1117), THL (5 uM, Cat. No. 3540), L-NAME (100 uM N.° Cat. 0665), DETA NONOate
(5 mM, N. ° Cat. 6077), MPEP (20 pM, N. ° Cat. 1212), Nimodipina (10 uM, N. ° Cat. 0600),
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Thapsigargina (10 uM, N. ° Cat. 1138). Los compuestos se disolvieron en agua destilada excepto
8-CPT, PPDA, Nimodipina y Thapsigargina que se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO).

Dependiendo de las necesidades del experimento, estos compuestos fueron aplicados en el
bafio para observar su efecto sobre la transmision sinaptica o la plasticidad o se introdujeron en la

pipeta de registro para tratar directamente a la célula postsinéptica o al astrocito.

6. ANALISIS DE LOS DATOS.

El analisis de los datos se realizé con el software Clampfit 10.2 (Molecular Devices). Para esto,
se midié la pendiente de los eEPSP de los Gltimos 5 minutos de la linea base (min 5-10 del
experimento) y se normalizé el promedio para estimar los cambios en la eficacia sinaptica,
comparando estos 5 minutos finales de la linea base con los Gltimos 5 minutos posteriores al

protocolo (min 46-50 del experimento).

En cuanto a las aproximaciones indirectas para determinar si los mecanismos involucrados en
la induccion de la t-LTD fueron de naturaleza presinaptica o postsinaptica, se analizaron los

siguientes parametros:

e Para la facilitacion por pares de pulsos (PPF), se calculd la ratio de respuesta por pares de
pulsos (PPR) expresada como la pendiente de los eEPSP del segundo pulso dividida por la
pendiente de los eEPSP del primero.

e También se realizo un andlisis del coeficiente de variacion, CV (Rodriguez-Moreno y
Paulsen, 2008) a partir de las pendientes de los eEPSP de la linea base y de los eEPSP
posteriores al final del protocolo de plasticidad (postprotocolo) como se describid
anteriormente (Sjostrom et al., 2003; Falcén-Moya et al., 2020). EI CV esté representado
por la desviacion estandar (o) de un conjunto de respuestas sinapticas evocadas divididas
por su media () tomadas durante un periodo de tiempo determinado. Por lo general, en la
mayoria de los estudios se representa graficamente como 1/CV? frente a la media (p2/pi1)
(Figura 17).
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Figura 17. Interpretacion del CV. Tomado de Brock., et., al. 2020). La linea diagonal unitaria en la gréafica
de 1/CV? frente [ es una linea de demarcacion practica entre la expresion presinaptica y la postsinaptica.

Todas las graficas se realizaron utilizando el software SigmaPlot 14.0., mientras que los

analisis estadisticos se obtuvieron del sofware GraphPad Prism 9.

7. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico de los datos de todos los experimentos, se realizd la prueba de
normalidad e igualdad de varianzas de Shapiro-Wilk, con un intervalo de confianza del 95%, para
determinar si los conjuntos de datos adoptan o no una distribucion normal y en funcién del
resultado elegir los test estadisticos mas apropiados. Algunos de los grupos de datos de los
experimentos de L4-L2/3 de corteza somatosensorial no siguen una distribucion normal, por lo
que se han utilizado pruebas no paramétricas. Para cualquier comparacién entre dos grupos se
aplicd, segun correspondiera, la prueba U de Mann-Whitney (dos grupos independientes) o la
prueba T de Wilcoxon (una variable continua de la misma muestra medida en diferentes tiempos).

Para comparaciones multiples con el mismo control, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis. Sin
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embargo, los datos de los experimentos de corteza entorrinal y giro dentado si adoptan una
distribucion normal y por ello se han utilizado pruebas paramétricas. Para las comparaciones entre
dos grupos se aplicé la prueba de T de Student: mientras que, para las comparaciones multiples
con el mismo control, se aplico el analisis de varianza unidireccional (en inglés, One-way Anova)
seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidak. Los datos se expresaron como la media = el error
estandar y los valores de p < 0.05 fueron consideraron significativos. El nivel de significancia

estadistica se indica con simbolos (*) sobre los histogramas: *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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IV. Resultados
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Capitulo I: Corteza somatosensorial
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CORTEZA SOMATOSENSORIAL.

1. t-LTD en la sinapsis L4-L.2/3 de la corteza somatosensorial primaria de

raton.

En primer lugar, se realizaron estudios de plasticidad sindptica en la corteza
somatosensorial primaria de raton, en la sinapsis establecida entre las células de la capa 4 (L4) y
las células piramidales de las capas 2/3 (L2/3) como se ha descrito previamente (Rodriguez-
Moreno y Paulsen, 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2011; 2013). Se monitorizaron los eEPSP
usando la técnica de patch-clamp en su configuracion de whole-cell o célula completa y se indujo
spike timing-dependent LTD (t-LTD) en rodajas de animales P13-27. Cuando se aplicd un
protocolo post-pre (At =-18 ms) a 0.2 Hz pareando 100 veces (Figura 18A) se observo una clara
t-LTD (68 + 5%, n = 8; Figura 18B, C), mientras que la ruta no pareada se mantuvo sin cambios,

es decir, no se indujo ningun tipo de plasticidad (101 + 6%, n = 8; Figura 18 B, C).
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Figura 18. t-LTD (4t = -18 ms) en las sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial primaria a la
edad de P13-27. (A) A la izquierda, esquema que muestra la configuracion experimental general (Si:
electrodo de estimulacion de la ruta test o pareada; S.: electrodo de estimulacion de la ruta control o0 no
pareada; Ri: electrodo de registro). A la derecha, protocolo utilizado (donde At = tiempo entre el inicio de
los eEPSP y el potencial de accién). (B) Un protocolo post-pre indujo t-LTD. Se muestran las pendientes
de los eEPSP monitorizadas para la ruta pareada (triangulos negros) y para la ruta control o no pareada
(circulos blancos). Los trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 minutos después de finalizar el protocolo
de plasticidad (2). La depresion sélo se observo en la ruta pareada. (C) Los histogramas muestran el
resumen de los resultados expresados como la mediay el error estdndar. Entre paréntesis se indica el nUmero
total de rodajas. Cada simbolo representa una rodaja individual. Test de U de Mann—Whitney: ***p <0.001.



Seguidamente, se estudio el perfil de desarrollo con la edad de esta forma de t-LTD y se
observo que la t-LTD se puede inducir hasta P27 (63 + 4% a P13-19, n = 6; 68 + 8% a P20-27, n
= 6; Figura 19A, B), como se ha descrito anteriormente (Banerjee et al., 2009) desapareciendo
durante la cuarta y quinta semana de desarrollo (104 £ 7% a P28-37, n = 7; Figura 19A, B). Para
determinar si cambios en el intervalo de tiempo entre la actividad presinaptica y la postsinaptica
podrian provocar la pérdida de plasticidad durante el desarrollo, se repitieron los experimentos
utilizando dos intervalos de tiempo adicionales (25 y 10 ms) entre la actividad postsinaptica y la
presinaptica como protocolo para inducir la t-LTD. Tal y como ocurri6 a -18 ms, se observo una
t-LTD pronunciada en animales P13-27 con los intervalos de -25 ms (71 £ 3 %, n = 6) y -10 ms
(71 £5 %, n = 8). Sin embargo, la t-LTD se perdi6 a la edad de P28-37 en ambos casos (-25 ms:
95+ 3%, n=7;-10 ms: 103 + 8%, n = 7; Figura 18C, D). Por lo tanto, esta forma de t-LTD parece
estar relacionada con un periodo especifico del desarrollo, ya que no puede ser inducida a partir
del final de la cuarta semana de crecimiento con ninguna de las variaciones en la ventana de tiempo

que fueron utilizadas.
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Figura 19. La t-LTD en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial estd presente a P13-27 y se
puede inducir a diferentes tiempos entre la actividad postsinaptica y presinaptica, desapareciendo
durante la cuarta semana de desarrollo. (A) Curso temporal de los eEPSP para la t-LTD en animales
P13-19 (triangulos negros), P20-27 (triangulos rojos) y P28-37 (circulos grises). Ejemplos de los trazos de
los eEPSP antes (1) y 30 min después del protocolo de plasticidad (2). La pérdida de la t-LTD no es debida
a un cambio en la ventana de tiempo utilizada para inducirla. Se usaron diferentes tiempos entre la actividad
presinaptica y la postsinaptica que fueron mas cortos (-10 ms) y mas largos (-25 ms) que -18 ms. En ambos
casos, la t-LTD es evidente a P13-27 y se pierde por completo a P28-37. (C) Se muestran los eEPSP
monitorizados a P13-27 (triangulos negros y rojos) y a P28-37 (circulos grises y azules) en ambos intervalos
temporales. (B, D) Resumen de resultados. Las barras representan la media y el error estandar. EI nimero
de rodajas aparece indicado entre paréntesis. Test de U de Mann—Whitney: *p < 0.05, **p < 0.01.



2. La pérdida durante el desarrollo de la t-LTD no requiere de inhibicion
GABAEérgica, pero implica un incremento en la inhibicion mediada por

la activacion de los receptores de adenosina de tipo Au.

La inhibicion GABAaérgica se ha visto involucrada en procesos de plasticidad (Paulsen y
Moser, 1998), y se conoce que aumenta con el neurodesarrollo (Banks et al., 2002). Se ha
demostrado que esta implicada en los cambios que ocurren durante el desarrollo en la induccion
de la LTP tanto en el hipocampo (Meredith et al., 2003) como en la corteza auditiva (Chun et al.,
2013); y que puede mediar el cierre de la ventana de la LTD en la corteza visual (Hensch, 2005).

Para estudiar si la inhibicion GABAGérgica podria explicar la pérdida que se ha visto de esta
forma de LTD durante el desarrollo, se repitieron los experimentos a la edad de P28-37 en
presencia de Bicuculina (10 puM) -antagonista de los receptores de GABAA-, y posteriormente en
presencia de SCH50911 (20 uM) -antagonista de los receptores de GABA&. Se observo que la t-
LTD que ya no estaba presente en condiciones control (96 + 4 %, n = 8; Figura 20A, B) se seguia
perdiendo bajo estas nuevas condiciones experimentales (Bicuculina: 92 + 8%, n = 7; SHC50911:
120 £ 6%, n = 7; Figura 20A, B). Estos datos indican que la inhibicion GABAérgica no recupera
la pérdida de la t-LTD que se produce al final de la cuarta semana de desarrollo en las sinapsis de
L4-L2/3 de la corteza somatosensorial primaria. Del mismo modo, la presencia de estos
compuestos no afectd a la induccién de la t-LTD a P13-27 (t-LTD control: (63 £ 4 %, n = 9;
Bicuculina: 72 = 5%, n = 6; SHC50911: 79 £ 6%, n = 8; Figura 20C, D).

Por otra parte, se ha descrito la adenosina participa en procesos de plasticidad sinaptica en
el hipocampo adulto (Arai et al., 1990; De Mendonca y Ribeiro, 1994; Rex et al., 2005; zur Nedden
et al., 2011); asi como que la concentracion extracelular de la adenosina aumenta durante el
desarrollo cerebral (Sebastido et al., 2000; Rex et al., 2005; Kerr et al., 2013) y que este aumento
puede afectar a la eficacia sindptica y a la t-LTD. En el hipocampo, recientemente se descubrid
que la adenosina activa receptores de tipo A: de adenosina (AiRs) cerrando las ventanas de
plasticidad en la sinapsis CA3-CALl (Pérez-Rodriguez et al., 2019).
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Para determinar si en la corteza somatosensorial la inhibicién mediada por la activacion de
los receptores de adenosina tipo 1 aumenta con la maduracién cerebral, se evalud el efecto del
antagonista de los AiRs 8-CPT (2 uM) sobre la pendiente de los eEPSP en los dos intervalos de
edad estudiados: P13-27 y P28-37. Como resultado, se observo que el antagonista 8-CPT (2 uM)
no afect6 a la induccion de lat-LTD a P13-27 (61 £ 7 %, n = 7 frente a 63 £ 4 %, n = 9 sin 8-CPT,;
Figura 20C, D) pero si fue capaz de recuperar la t-LTD que se habia perdido a P28-37 (80 + 7 %,
n=28vs 106 + 6 %, n = 8 en rodajas no tratadas con 8-CPT; Figura 20A, B).

Al activar los A1Rs presinapticos, la adenosina ejerce un potente efecto inhibidor sobre la
transmision sinaptica glutamatérgica (Dunwiddie y Masino, 2001). Asi, la pérdida de la t-LTD a
la edad de P28-37 podria deberse a una inhibicion de la liberacién de glutamato mediada por la
activacion presinaptica de AiRs, como recientemente se ha descrito en el hipocampo (Pérez-
Rodriguez et al., 2019). Es decir, la activacion de los AiRs presinapticos por adenosina parece

deprimir la liberacion de glutamato y prevenir la induccion de la t-LTD.
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Figura 20. La pérdida de t-LTD se debe a la activacion de A;Rs y no a la activacion de receptores
GABAA0 GABAg. (A) Lat-LTD perdida a P28-37 no fue recuperada en presencia de Bicuculina (10 uM,
cuadrados rojos) o0 SCH50911 (20 uM, triangulos grises), mientras que esa misma t-LTD perdida en las
condiciones control (circulos negros) se recuper6 completamente en presencia del antagonista de A;1Rs 8-
CPT (2 uM, tridngulos azules). Los trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 minutos después (2) de la
induccion del protocolo post-pre. (C) A la edad de P13-27, la t-LTD no requiere activacion ni de los
receptores As, ni de los receptores GABAA 0 GABAGg, ya que la adicion de 8-CPT (2 UM, triangulos azules),
Bicuculina (10 M, tridngulos rojos) o SCH50911 (20 uM, triangulos grises) a la solucién externa no
previno la induccion de la t-LTD (tridngulos negros). (B, D) Resumen de los resultados. Los histogramas
muestran la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se indica entre paréntesis. Test de Kruskal-

Wallis (B): *p < 0.05.



Seguidamente, se afiadio 8-CPT (2 uM) en el bafio, sin la aplicacion de ningln protocolo
de STDP, para determinar su efecto sobre el evocado a distintas edades y determinar si los
receptores A1 estan tonicamente activos. La adicién de 8-CPT provoc6 un ligero aumento del
evocado en rodajas de animales de edades P13-27 (114 £ 5 %, n = 6) que no resulto
estadisticamente significativo, sin embargo, se observo un claro aumento de la pendiente de los
eEPSP provocado por dicho antagonista a la edad de P28-37 (153 £ 8 %, n = 6; Figura 21A). Para
confirmar si los efectos observados estaban mediados por la activacién de AiRs presinapticos, se
analizo la ratio por pares de pulsos (PPR) en las rodajas tratadas con 8-CPT (2 uM) en el bafio. Se
observo una disminucién de la PPR en ambas edades, sugiriendo un efecto presinaptico: P13-27
(1.89 = 0.16 al inicio del experimento frente a 1.4 + 0.14 en presencia de 8-CPT, n = 6) y P28-37
(2.01 £ 0.21 basal frente a 1.44 + 0.12 con 8-CPT, n = 6; Figura 21B).
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Figura21. La pérdida de lat-LTD durante el desarrollo implica un aumento en la inhibicion mediada
por la activacién de AiRs. (A) El antagonista 8-CPT (2 uM) no afect6 a la pendiente de los eEPSP a P13-
27 (cuadrados negros) pero si a P28-37 (cuadrados rojos) donde se produce un claro aumento. (B) 8-CPT
produce una disminucién de la PPR tanto a P13-27 (histogramas negros) como a P28-37 (histogramas
rojos). Las barras indican la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis.
Test de Wilcoxon: *p < 0.05.
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3. Laactivacion de A:Rs a P13-27 cierra la ventana de plasticidad.

Si el aumento en la concentracion de adenosina extracelular a medida que avanza el
neurodesarrollo activa los A1Rs presinapticos en las sinapsis de L4-L2/3, provocando la pérdida
de la t-LTD a P28-37, deberia ser posible cerrar antes de esta edad la ventana de plasticidad
aumentando la activacion de los AiRs (a P13-27 cuando la t-LTD es robusta). De hecho, cuando
los experimentos se realizaron en rodajas tratadas con CPA (30 nM) -agonista de A1Rs- lat-LTD
fue prevenida (96 =5 %, n = 11 con CPA frente a 59 =+ 6 %, n = 7 en rodajas sin tratar; Figura
22A, B). Es decir, la inhibicién provocada por la activacion de los A1Rs presinapticos durante el

desarrollo parece ser crucial para la duracién de la ventana de plasticidad.
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Figura 22. Un aumento en la inhibicion mediada por A:Rs cierra la ventana de plasticidad para la t-
LTD a la edad de P13-27. (A) El tratamiento de las rodajas con CPA previene la t-LTD. Se muestran las
pendientes de los eEPSP monitorizadas en rodajas controles (triangulos negros) y en rodajas tratadas con
el agonista de A;Rs CPA (30 nM, cuadrados rojos). Trazos durante la linea basal (1) y 30 min después del
protocolo de plasticidad (2). (B) Resumen de los resultados. Las barras indican la mediay el error estandar.
El nimero de rodajas se muestra entre paréntesis. Prueba U de Mann-Whitney: **p < 0.01.
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4. La pérdida de la t-LTD durante el desarrollo requiere de la sefializacion

de astrocitos para producir un aumento en los niveles de adenosina.

Sabiendo que la adenosina participa en la activacion de los A1Rs presinapticos y la pérdida
de lat-LTD durante el desarrollo en la corteza somatosensorial, resulta de especial interés conocer
cual es la fuente de este nucledsido. Los transportadores de nucledsidos pueden estimular la
liberacion de adenosina en las neuronas y una parte importante de la adenosina liberada en el
sistema nervioso surge del metabolismo extracelular del ATP liberado por los astrocitos
(Dunwiddie y Masino, 2001; Wall y Dale, 2013). La activacion de astrocitos puede provocar la
liberacion de glutamato (Min y Nevian, 2012) y otros gliotransmisores, como la D-Serina
(Andrade-Talavera et al., 2016), asi como la de ATP o adenosina (Araque et al., 2014). Por todo
esto, se decidio investigar la posible implicacién de los astrocitos en la liberacion de adenosina
que activa los A1R presinapticos y en la pérdida posterior de la t-LTD durante el desarrollo en la
L4-L2/3 de la corteza somatosensorial.

Si el ATP o la adenosina liberados por los astrocitos, posiblemente como resultado de la
activacion de éstos, esté involucrado en la pérdida de la t-LTD durante el desarrollo y, ademas,
este ATP/adenosina se libera en vesiculas, impedir la liberacion de vesiculas por parte de los
astrocitos deberia prevenir los efectos de la adenosina y favorecer el mantenimiento de la t-LTD.
Asi, cuando los experimentos de induccion de t-LTD se repitieron a P28-37 en condiciones en las
que los astrocitos se trataron con el quelante de calcio (Ca?") BAPTA (20 mM), se observo una
recuperacion de la t-LTD ausente en los controles a esa misma edad (106 £ 5 %, n = 8, en
condiciones control frente a 74 + 6 %, n = 8, en rodajas con astrocitos tratados con BAPTA; Figura
23B, C).

Sin embargo, esta recuperacion de la t-LTD no ocurrié en condiciones de astrocitos
tratados con BAPTA (aBAPTA) y adiciéon de CPA (30 nM) a la solucién extracelular (100 + 5%,
n = 8; Figura 23B, C). Estos resultados indican que los astrocitos y la adenosina son responsables
de la pérdida de t-LTD a P28-37.
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Figura 23. La adenosina involucrada en la prevenciéon de la t-LTD a P28-37 proviene de los
astrocitos. (A) Izquierda, esquema general que muestra la configuracion experimental, donde: R; (célula
piramidal, PyR) y R (astrocito, A) corresponde a los electrodos de registro y S; (ruta pareada) y S (ruta
control o no pareada) a los de estimulacion. Derecha, respuestas de voltaje de un astrocito con un potencial
de -75 mV mostradas en la configuracion de current-clamp. (B) Registros duales de células piramidales de
L2/3 y astrocitos con BAPTA (20 mM) en la pipeta de registro (aBAPTA). Un protocolo post-pre induce
t-LTD bajo estas condiciones experimentales (tridngulos rojos) pero no en condiciones control (sin
aBAPTA, circulos negros). La presencia de CPA (30 nM) impidié la recuperacion de la t-LTD observada
con aBAPTA (cuadrados grises). Los trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 minutos después la
induccion del protocolo de plasticidad (2). (C) Resumen de los resultados. Las barras indican la media y el
error estandar. ElI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis: Test de Kruskal-Wallis: ** p <0.01.
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Para obtener mas informacion sobre la funcion de los astrocitos en la posible liberacién de
ATP/adenosina que, a su vez, afecta a la liberacion de glutamato presinaptico, se realizaron
registros duales en astrocitos y en neuronas piramidales adyacentes, monitorizando el curso
temporal de la pendiente de los EPSP evocados a 0.2 Hz a P13-27 y a P28-37. A P13-27, la
estimulacidn directa de astrocitos (despolarizaciéon de -80 mV a 0 mV a 0.4 Hz durante 10 min)
produjo una clara disminucion en la pendiente de los eEPSP (71 + 6%, n = 7), que no fue evidente
en presencia de 8-CPT (2 uM: 99 + 7%, n = 7; Figura 24A, B). También se observd una
disminucion en la pendiente de los eEPSP a P28-37 cuando se estimularon los astrocitos (78 £ 4%,
n = 7)y, de nuevo, la estimulacion de los astrocitos no afect6 a la pendiente de los EPSPs en
presencia de 8-CPT (98 + 4%, n = 7; Figura 24D, E).

Asimismo, se encontré un claro aumento en las PPR después de la estimulacion de
astrocitos a P13-27 (de 1.20 + 0.14 al inicio del experimento a 1.70 + 0.15 al final, n = 6; Figura
24C) y P28-37 (desde 1.50 £ 0.25 al inicio hasta 1.90 + 0.35, n = 6 al final; Figura 24F), lo que
sugiere un mecanismo presinaptico para esta disminucion de la pendiente de los eEPSP. Estos
resultados indican que la liberacion de ATP/adenosina después de la estimulacion de los astrocitos
altera la probabilidad de liberacion de glutamato a través de la activacion de AiRs presinapticos,
que influyen en la pérdida de la t-LTD durante el desarrollo y cierran la ventana de plasticidad en
las sinapsis de L4-L2/3.
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Figura 24. Los astrocitos se requieren para la pérdida de la t-LTD durante el neurodesarrollo. (A-F)
La estimulacidn directa de los astrocitos (mediante una despolarizacién de -80 mV a0 mV a 0.4 Hz durante
10 min) disminuye la pendiente de los eEPSP de las neuronas piramidales adyacentes en la sinapsis de L4-
L2/3 tanto a P13-27 como a P28-37 (A-B y D-E respectivamente, tridngulos negros en ambos casos). En
rodajas tratadas con 8-CPT (2 uM) la estimulacion de los astrocitos no afectd a la pendiente de los eEPSP
a ninguna de las edades estudiadas (cuadrados rojos). (C, F) Se observé un aumento en la PPR después de
la estimulacion de los astrocitos. Los histogramas indican las medias y el error estandar. EI nimero de
rodajas utilizadas se muestra entre paréntesis. Test de U de Mann-Whitney (B, E) y prueba de rangos de
Wilcoxon (C, F); *p < 0.05, **p <0.01.
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5. El protocolo que induce t-LTD a P13-37 induce t-LTP a P38-60.

Recientemente, se ha descrito la existencia de un cambio de t-LTD a t-LTP durante el
desarrollo en el hipocampo, en edades donde ya se ha perdido lat-LTD (Falcon-Moya et al., 2020).
Se estudid si lo mismo ocurre en la corteza somatosensorial primaria y, en concreto, en la sinapsis
de L4-L2/3. Para ello, se estudid esta sinapsis a edades mas avanzadas utilizando el mismo
protocolo post-pre con un potencial de accidén postsinaptico producido 18 ms antes de la
estimulacion presinaptica (4t = -18 ms). Como se ha evidenciado previamente en el presente
estudio, con este protocolo se induce una clara t-LTD en animales P13-27 que se pierde a P28-37.
En contraste, aplicando el mismo protocolo a edades comprendidas entre P38-60 se observé una
potenciacion como resultado (139 * 4%, n = 6 en la ruta pareada frente a 102 £ 5%, n =6 en la
ruta no pareada; Figura 25A, B).

Para determinar si el cambio observado también puede ocurrir a otro intervalo de tiempo
entre el potencial de accidon postsinaptico y la estimulacion presinaptica, se repitieron los
experimentos usando un intervalo de tiempo de -10 ms. En estas condiciones, se observo un
cambio a t-LTP (136 + 6%, n = 6) identico al que se veia con -18 ms (134 + 6%, n = 6; Figura
25C, D).
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Figura 25. El protocolo post-pre induce t-LTP a la edad de P38-60. (A) Se muestran las pendientes de
los eEPSP en la ruta pareada (triangulos negros) y la no pareada (circulos blancos). Los trazos muestran los
eEPSP antes (1) y 30 minutos después (2) de la induccion del protocolo de plasticidad en la ruta pareada y
solo en esta ruta se observé t-LTP. (B) Resumen de los resultados. (C) El protocolo post-pre que induce t-
LTP con un 4t = -18 ms (tridngulos negros), también es capaz de inducir t-LTP cuando el 4t = -10 ms
(triangulos rojos). (D) Resumen de los resultados. Las barras indican la mediay el error estandar. EI nimero
de rodajas se muestra entre paréntesis. Test de U de Mann-Whitney (B, D): ***p < 0.001.
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6. Expresion presinaptica de lat-LTP.

Se sabe que la t-LTD se expresa de forma presinaptica en las sinapsis de L4-L2/3 de la
corteza somatosensorial (Bender et al., 2006; Nevian y Sakmann, 2006; Brasier y Feldman, 2008;
Rodriguez-Moreno y Paulsen, 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2011). Se determiné si con este
protocolo post-pre a edades P38-60 la t-LTP resultante se expresa de forma pre o postsinaptica.
Para ello, se realizé el analisis de la ratio por pares de pulsos (PPR) y el coeficiente de variacion
(CV). En primer lugar, se analizé la PPR al inicio y 30 minutos después de finalizar el protocolo
post-pre, obteniéndose una disminucién significativa en el PPR después de la t-LTP (desde 1.55 +
0.15 basal hasta 1.16 = 0.11, n = 9 al final del experimento; Figura 26A), lo cual sugiere un cambio
presinaptico. En segundo lugar, se estimé el CV antes y después de la induccion de la t-LTP. Una
grafica de CV frente al cambio en la pendiente media evocada de los EPSPs antes y después de
la t-LTP situé puntos por encima de la linea diagonal principalmente, consistentes con una
modificacion presinaptica (Figura 26). Cuando los datos se acercan a la linea horizontal se trata de
un mecanismo expresado postsindpticamente, mientras que si los datos estan por encima de la
diagonal para la LTP o por debajo para la LTD sugieren un locus de accidn presinaptico (Brock et
al., 2020). Por tanto, ambas aproximaciones sugieren un aumento en la probabilidad de liberacion

de neurotransmisor y son indicativos de un mecanismo presinaptico para esta forma de t-LTP.
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minutos después de la induccion de la t-LTP. (B) CV? frente a la pendiente media de los eEPSP produce
unos puntos de datos que estan principalmente por encima de la diagonal después de inducir t-LTP. Las
barras indican la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis. Prueba de
rangos de Wilcoxon (A): *p < 0.05.

7. Lat-LTP presindptica requiere receptores de NMDA (NMDARS).

La t-LTP que aparece a edades P38-60 resultd impedida en presencia antagonistas de
NMDARs como D-AP5 (50 pM: 106 +10%, n = 7) y MK-801 (500 uM; 87 + 7 %, n = 6) al
comparar con los controles a la misma edad (141 = 5%, n = 9; Figura 27A, B). Por lo tanto, la t-
LTP de naturaleza presinaptica, inducida por un protocolo post-pre, que esta presente en ratones
P38-60 requiere de este tipo de receptores para su induccion (Bender et al., 2006; Nevian y
Sakmann, 2006; Banerjee et al., 2009; Brasier y Feldman, 2008; Rodriguez-Moreno y Paulsen,
2008; Rodriguez-Moreno et al., 2011).
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Figura 27. La t-LTP presinaptica requiere de NMDARs. (A) Afadir D-AP5 (50 uM) o MK-801 (500
KUM) a la solucion extracelular de la perfusion previno la induccién de la t-LTP. Se muestran los cursos
temporales de los registros con D-AP5 (cuadrados rojos), MK-801 (cuadrados grises) y células no tratadas
(triangulos negros) y los trazos correspondientes antes (1) y después (2) del protocolo post-pre. (B)
Resumen de resultados. Las barras representan la media y el error estandar. EI nimero de rodajas utilizadas
se muestra entre paréntesis. Test de Kruskal-Wallis: *p < 0.05, ***p < 0.001.
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8. La t-LTP presinaptica requiere de receptores metabotropicos de
glutamato (mGIuRs).

Los mGIluRs han sido implicados en plasticidad y LTP en diferentes regiones y en distintas
sinapsis (Anwyl, 2009). Se estudio si la t-LTP presinaptica que esta presente en la sinapsis L4-
L2/3 a P38-60 también requiere de mGIuRs. Se observo que la t-LTP resulté prevenida tras la
exposicion al antagonista de mGluRs de amplio espectro LY 341495 (100 uM: 94 £ 10%; n = 6;
Figura 28A, C) y también cuando las rodajas fueron tratadas con el antagonista de mGIuRs
especifico para el grupo I (MGIuRs1) LY367385 (100 uM; 113 + 8 %, n = 7), frente a los resultados
obtenidos tras inducir el protocolo post-pre en rodajas sin tratar (146 = 5%, n = 7; Figura 28A, C).

Estos datos indican que los mGIuR1s son necesarios para inducir la t-LTP estudiada.

A continuacion, se repitieron los mismos experimentos introduciendo en la pipeta GDPAS
(1 mM) para evitar la sefializacién mediada por proteinas G y asi determinar si los mGIuRs podian
estar situados en la célula postsinaptica. En esta situacion experimental, la induccién de la t-LTP
fue impedida (101 = 10%, n = 8) en comparacion con la situacion control (137 = 4 %, n = 7)
(Figura 28B, C). Por lo tanto, los mGluR1s, necesarios para la induccién de la t-LTP, podrian estar

ubicados en el terminal postsinaptico.
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Figura 28. La t-LTP presinaptica requiere de receptores metabotropicos de glutamato del grupo |
(mGIluR1s). (A) Se muestran las pendientes de los EPSP monitorizadas al aplicar el protocolo post-pre en
rodajas control (triangulos negros), tratadas con el antagonista LY 341495 (100 uM, cuadrados rojos) o con
el antagonista LY 367385 (100 uM, cuadrados grises), asi como los trazos correspondientes antes (1) y 30
min después (2) de la aplicacién del protocolo de plasticidad. (C) Los mGIuRs podrian ser postsinapticos.
Se muestra el curso temporal de la induccion de la t-LTP en condiciones control (triangulos negros) y su
bloqueo con GDPfs (1 mM) en la neurona postsinaptica (cuadrados rojos). (B, D) Resumen de resultados.
Las barras indican la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis. Test de
Kruskal-Wallis (B): *p < 0.05, **p < 0.01; y U de Mann-Whitney (D): *p < 0.05.



9. Lat-LTP requiere de Ca?* postsinaptico.

Estudios previos muestran que tanto la t-LTD como la t-LTP requieren de Ca?
postsindptico en experimentos realizados en las sinapsis de la neocorteza (Bender et al., 2006;
Nevian y Sakmann, 2006; Rodriguez-Moreno et al., 2013) y en las del hipocampo (Andrade-
Talavera et al., 2016; Falcon-Moya et al., 2020; Mateos-Aparicio y Rodriguez-Moreno, 2020).
Para determinar si algo similar ocurre en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial, se
introdujo en la pipeta de registro el quelante de calcio BAPTA (20 mM). En estas condiciones, no
fue posible inducir la t-LTP (101 + 6%, n = 6; Figura 29A, B), lo que demostrd que es necesario

el calcio postsinaptico para esta forma de t-LTP.

Seguidamente, se determind si los canales de Ca?* tipo L, que han sido implicados en
formas de plasticidad en la corteza (Bender et al., 2006; Nevian y Sakmann, 2006), participan en
esta forma de t-LTP. Para ello, se aplico el bloqueador de canales de Ca?* tipo L -nimodipina (10
puM). De nuevo, la t-LTP se impidio bajo estas condiciones experimentales (103 + 10%, n = 7;
Figura 29A, B). Por tltimo, se estudio si el Ca?* proveniente de las reservas intracelulares participa
en la induccion de t-LTP introduciendo en la neurona postsinaptica thapsigargina (10 uM) y se
previno la induccion de la t-LTP (104 + 11, n = 7; Figura 29A, B). Por lo tanto, se requiere la
liberacion de Ca?* de las reservas intracelulares para poder inducir t-LTP. Las tres condiciones
experimentales diferentes (BAPTA, nimodipina y thapsigargina) fueron comparadas frente a
condiciones control de rodajas sin tratar que si mostraron t-LTP (144 + 6%, n = 9; Figura 29A, B).
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Figura 29. EI Ca?" postsinaptico es requerido para la induccion de t-LTP. (A) La t-LTP se previene al
introducir en la pipeta de registro BAPTA (20 mM), nimodipina (10 uM) y thapsigargina (10 uM). Las
pendientes de los eEPSP se muestran en rodajas control (triangulos negros) y en rodajas tratadas con
BAPTA (cuadrados rojos), nimodipina (cuadrados grises) o thapsigargina (cuadrados azules). Se muestran
los trazos de los eEPSP antes (1) y 30 min después (2) del protocolo de plasticidad. (B) Resumen de
resultados. Las barras indican la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis.
Test de Kruskal-Wallis: *p < 0.05.
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10. La t-LTP presinaptica requiere de oxido nitrico (NO).

NO ha sido identificado como sefial retrograda implicada en la LTP presinéptica (Castillo,
2012; Pigott y Garthwaite, 2016; Padamsey et al., 2017) y hay evidencia de que la entrada de Ca?*
a través de los canales de calcio tipo L podria participar en la sintesis de NO y/o su liberacion
desde las neuronas postsinapticas (Parpura y Zorec, 2010; Castillo, 2012). Recientemente, se
demostré que el NO de la neurona postsinaptica es necesario para inducir la t-LTP presinéptica
encontrada en el hipocampo (Falcon-Moya et al., 2020). En el presente trabajo, la induccién de la
t-LTP (136 + 8%, n = 6) se previno cuando se introdujo el secuestrador de NO cPTIO (100 puM;
93 £ 12%, n = 6) o el inhibidor de NO sintasa L-NAME (100 uM; 87 + 7%, n = 6) en la neurona
postsindptica (Figura 30A, B). Sin embargo, la t-LTD estuvo presente cuando L-NAME fue
agregado a la solucién externa a edades P13-27 (67 + 8 %, n = 6, frente a 66 + 6 %, n = 6 de su
respectivo control a la misma edad; Figura 30C, D). Estos resultados indican que el NO producido
y liberado por la neurona postsinaptica se requiere de forma especifica para hacer posible la
induccion de la t-LTP.
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Figura 30. El 6xido nitrico (NO) es necesario para la induccién de la t-LTP. (A) Curso temporal del
efecto del protocolo post-pre en condiciones control (tridangulos negros) e introduciendo en la pipeta de
registro cPTIO (100 puM, cuadrados rojos) o L-NAME (100 uM, cuadrados grises). Se muestran los trazos
de los eEPSP antes (1) y después de 30 min (2) del protocolo de plasticidad. (C) EI NO es necesario para
inducir lat-LTD a P13-27. Se muestran las pendientes de los eEPSP monitorizadas en condiciones control
(triangulos negros) y en presencia de L-NAME (100 puM, triangulos rojos) y los trazos correspondientes
antes (1) y 30 min después (2) de la induccion del protocolo para cada condicion. (B, D) Resumen de
resultados. Los histogramas muestran la media y el error estandar. EI nimero de rodajas aparece entre
paréntesis. Test de Kruskal-Wallis: *p < 0.05.



11. La t-LTP requiere actividad astrocitaria.

Los astrocitos estan implicados en lat-LTD en las sinapsis estudiadas (Min 'y Nevian, 2012;
Rodriguez-Moreno et al., 2013), y se sabe que participan en el cierre de la ventana de plasticidad
a medida que madura el hipocampo. Por ello, se analizé si la activacion de los astrocitos también
es necesaria para inducir la forma presinaptica de t-LTP que aparece después de P38 en la sinapsis
de L4-L2/3. En rodajas de ratones P38-60, cuando los astrocitos fueron tratados con el quelante de
Ca?" BAPTA (20 mM) a través de la pipeta de registro con el objetivo de inhibir la liberacion
vesicular y de gliotransmisores dependientes de Ca?* (Pascual et al., 2005), la t-LTP no se pudo
observar en las neuronas que fueron registradas junto a los astrocitos (105 + 9%, n = 9; Figura
31A, B).

El estudio se repitio en ratones (dn)-SNARE de edades P38-60 en los que la liberacion
vesicular de gliotransmisores esta impedida (Pascual et al., 2005; Sardinha et al., 2017). En las
rodajas de ratones (dn)-SNARE, la actividad espontanea basal de las neuronas de la sinapsis de
L4-L2/3 fue ligeramente mas elevada (23 + 8%, n = 7) debido a la falta de inhibicion tdnica de
ATP/adenosina, y también fue necesaria una estimulacién menos intensa para obtener la misma
amplitud de los eEPSP que en rodajas de ratones WT, como se informé anteriormente en otras
regiones (Pascual et al., 2005; Sardinha et al., 2017). En estos ratones transgénicos, la t-LTP
observada en wild-type (WT) a la edad P38-60 en la sinapsis L4-L2/3 (148 = 7%, n = 9) no se
observo (83 £ 5%, n = 7; Figura 31A, B). Estos resultados indican que se requieren astrocitos para
la induccion de t-LTP a P38-60.
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Figura 31. Los astrocitos son requeridos para la induccién de la t-LTP. (A) Curso temporal de la
induccion de la t-LTP en condiciones control (triangulos negros) y cuando se pierde tratando los astrocitos
con BAPTA (20 mM, cuadrados rojos) o usando ratones dn-SNARE (circulos grises). Se muestran los
trazos antes (1) y 30 min después del protocolo de plasticidad (2). (B) Resumen de resultados. Las barras
muestran la media y el error estandar. ElI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis. Test de Kruskal-
Wallis: *p < 0.05, ***p < 0.001.



12. El aumento de la inhibicibn mediada por la activacion de A:iRs

presinapticos esta involucrado en la t-LTP.

Se demostré previamente que la activacion presinaptica de AiRs es responsable de la
pérdida de la t-LTD en animales P28-37. El antagonista de AiRs 8-CPT, 2 uM no afect6 a la t-
LTD a P13-27 (Figura 20B, C), pero si recuper6 la t-LTD perdida a P28-37 (Figura 20A, B).
Cuando se midié la pendiente de los eEPSP en presencia de este antagonista de A1Rs, se observo
un efecto méas pronunciado a la edad P28-37 que a la de P13-27 (Figura 20A, B). A continuacion,
se observo que este antagonista previno la induccion de t-LTP a la edad P38-60 (68 £ 6 %, n = 6,
frente a 140 £ 3 %, n = 6, en rodajas sin tratar; Figura 20A, B).

Si los niveles de adenosina extracelular contindan aumentando a medida que avanza el
neurodesarrollo, se esperaria una mayor activacion de los AiRs presinapticos a edades P38-60. De
hecho, la pendiente de los eEPSP aumentd mas en presencia de 8-CPT (2 uM) a esta edad mas
tardia (P38-60: 218 + 10 %, n = 7) que a edades tempranas P13-27 (117 + 4%, n = 7) o intermedias
P28-37 (150 + 8%, n = 6; Figura 32C, D). Estos resultados indican que la inhibicion mediada por

la activacion de AiRs presinapticos aumenta con el neurodesarrollo.

También se estudio el efecto del antagonista 8-CPT en ratones (dn)-SNARE para
determinar si la adenosina que activa a los A1Rs se origina en los astrocitos y se encontro que el
8-CPT practicamente no tuvo efecto sobre la pendiente de los eEPSP en estos ratones a cualquiera
de las edades estudiadas (P13-27: 115 + 6 %, n = 8; P28-37: 112 + 9 %, n = 8; y P38-60: 115 *
12%, n = 6. Figura 32C, D).
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Figura 32. Participacion de los AiRs por accion de adenosina procedente de los astrocitos en la t-
LTP. (A) Curso temporal de los eEPSP antes y después de la induccion de la t-LTP en condiciones control
(tridngulos negros) y tras su pérdida en rodajas tratadas con 8-CPT (2 uM, triangulos rojos). Los trazos
representan los eEPSP antes (1) y 30 min después del protocolo post-pre (2). (B) Resumen de los resultados.
(C) 8-CPT aumentd la pendiente de los eEPSP a P13-27 (cuadrados negros), P28-37 (cuadrados grises
oscuros) y P38-60 (cuadrados grises claros) en ratones WT, pero no en ratones dn-SNARE (P13-27,
cuadrados rojos; P28-37, cuadrados rojos oscuros; P38-60, cuadrados rojos claros). (D) Resumen de los
resultados. Las barras muestran la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre
paréntesis. Test U de Mann-Whitney: *p < 0.05; ***p <0.001.



13. La activacién de los AiRs a la edad de P13-27 convierte la t-LTD en t-
LTP.

Si las concentraciones extracelulares de adenosina aumentan durante el desarrollo y
produce mayor activacion de AiRs presinapticos en L4-L2/3 amortiguando la liberacién de
glutamato y mediando un cambio de t-LTD a t-LTP en rodajas de animales P38-60, podria ser
posible convertir lat-LTD en t-LTP a edades mas jovenes al activar los A1Rs (por ejemplo, a P13-

27 cuando lat-LTD es robusta 0 a P28-37 cuando esta t-LTD se pierde).

En experimentos anteriores de este estudio, se demostrd que el agonista de A1Rs CPA (30
nM) no puede convertir la t-LTD en t-LTP, pero si evita o previene la induccion de la t-LTD a
P13-27 (Figura 21A, B). Sin embargo, el aumento de la concentracion de CPA a 60 nM si logré
convertir lat-LTD en t-LTP a la edad de P13-27 (de 65 £ 4 %, n =8, a 125 + 7 %, n = 10; Figura
33A, B). Estos resultados fueron consistentes con una participacién necesaria de los AiRs en el
cambio que se produce de t-LTD a t-LTP asociado con el desarrollo del cerebro, y sugieren que la

adenosina que activa los AiRs puede ser liberada por los astrocitos.
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Figura 33. Un aumento en la inhibicion mediada por A;Rs presinpticos convierte lat-LTD en t-LTP
a P13-27. (A) Cuando los AiRs son activados por CPA (60 nM) a P13-27, un protocolo post-pre pudo
inducir t-LTP. Se muestran las pendientes de los EPSPs monitorizadas en condiciones control (triangulos
negros) y en presencia de CPA aplicado al bafio (tridngulos rojos). Los trazos son ejemplos de los eEPSP
antes (1) y 30 min después (2) del protocolo de plasticidad. (B) Resumen de resultados. Los histogramas
muestran la mediay el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis. Test de U de Mann-
Whitney: ***p < 0.001.
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14. Se requiere tanto adenosina como glutamato para inducir t-LTP.

Podria esperarse que si ATP/adenosina fuera el Unico gliotransmisor involucrado en el
cambio de t-LTD at-LTP, el agonista de los A1Rs CPA deberia poder recuperar la t-LTP a edades
P38-60 en ratones (dn)-SNARE cuando de otro modo no se observaria t-LTP. Sin embargo, la t-
LTP no fue recuperada tras el tratamiento con CPA (105 + 8 %, n =6, frentea 149 +7 %, n =9,
en rodajas control; Figura 34A, B), lo que sugiere que otro gliotransmisor liberado por los
astrocitos, o justo después de la activacion de los astrocitos, también podria estar implicado. Por
este motivo, se determind si también se puede requerir glutamato para inducir lat-LTP presinaptica
en animales P38-60 mediante aplicaciones locales de glutamato. Cuando se aplicaron “pufs” de
glutamato en rodajas de ratones (dn)-SNARE en presencia de CPA, se recuper0 parcialmente la t-
LTP (122 £ 6 %, n = 6; Figura 34A, B), lo que indica que ATP/adenosina y glutamato,
probablemente liberados como gliotransmisores por los astrocitos, son necesarios para la
induccion de la t-LTP.
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Figura 34. La liberacién de glutamato y adenosina por los astrocitos es necesaria para la induccion
de la t-LTP presinaptica. (A) Curso temporal del efecto del protocolo post-pre en condiciones control en
rodajas de animales WT (tridngulos negros), en rodajas de ratones dn-SNARE (circulos rojos), en rodajas
de ratones dn-SNARE tratadas con CPA (60 nM, cuadrados grises) y en rodajas de animales dn-SNARE
tratadas con CPA y a las que se le aplicaron puffs de glutamato (100 pM, tridngulos azules). Se muestran
los trazos de los eEPSP antes (1) y 30 min después del protocolo de plasticidad (2). (B) Resumen de
resultados. Las barras muestran la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre
paréntesis. Test de Kruskal Wallis: *p < 0.05, ***p < 0.001.

Finalmente, para definir la sefial que podria estimular a los astrocitos a liberar
gliotransmisores y mediar esta forma de LTP, se estudié el papel del NO, cuya liberacién desde la
neurona postsinaptica es necesaria para la t-LTP. Se demostro previamente que el NO aumenta el
calcio que ingresa y estimula los astrocitos (Matyash et al., 2001), planteando la posibilidad de
que el NO pudiera activar o interactuar con los astrocitos para liberar ATP/adenosina y/o glutamato
en estas condiciones. Es relevante sefialar que la induccion de t-LTP se evito tratando los astrocitos
con cPTIO (acPTIO: 96 + 10 %, n = 6) pero no cuando se trataron con L-NAME (aL-NAME: 135
+ 9 %, n = 6, frente a rodajas control no tratadas con ningan agente farmacoldgico 137 £+ 4%, n =
7, Figura 35A, B).
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Ademas, cuando se previno la induccién de t-LTP con aL-NAME, las aplicaciones locales
del donador de NO DETA-NONOate (5 mM) en los astrocitos recuperaron la t-LTP (122 = 6 %,
n = 6; Figura 35A, B), aunque DETA-NONOate no afecté a lat-LTD a P13-27 (DETA-NONOate
64 + 6 %, n = 6, frente a rodajas sin tratar 70 = 5 %, n = 6; Figura 35C, D). Por tanto, el NO que
participo en esta forma de t-LTP no fue sintetizado por los astrocitos, sino que tuvo su origen en
la neurona postsinaptica.
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Figura 35. EI NO es necesario para que los astrocitos liberen gliotransmisores e inducir la t-LTP. (A)
La t-LTP fue prevenida con cPTIO (100 uM) en el astrocito, pero no con L-NAME (100 puM). Cuando se
introdujo L-NAME en la neurona postsinaptica y DETA-NONOate (5 mM) se agreg6 en forma de puffs
sobre los astrocitos, la t-LTP se recuperd parcialmente. Se muestra el curso temporal de los eEPSP en
rodajas control (triangulos negros), tratadas con aCPTIO (cuadrados rojos), aL-NAME (triangulos grises)
y pL-NAME + DETA-NONOate (triangulos azules). Los trazos muestran los eEPSP antes de (1) y 30 min
después del (2) protocolo de plasticidad. (C) El DETA-NONOate no afect6 a la induccion de lat-LTD a la
edad P13-27. Se muestran las pendientes de los eEPSP monitoreadas en condiciones de control (triangulos
negros) y en rodajas expuestas a DETANONOate (5 mM, triangulos rojos). (B, D) Resumen de los
resultados. Las barras indican la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra entre paréntesis.
Test de Kruskal-Wallis: *p < 0.05.



Capitulo I1: Corteza entorrinal y giro dentado
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CORTEZA ENTORRINAL Y GIRO DENTADO.

1. Induccién de t-LTD en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC.

En las sinapsis LPP-GC y MPP-GC no se ha descrito por el momento la existencia de t-LTD.
Para determinar si en estas sinapsis es posible inducir t-LTD se monitorizaron eEPSP utilizando
la técnica de patch-clamp en rodajas de ratones P13-21. La induccion de t-LTD se llevo a cabo
pareando la actividad presinaptica con un potencial de accién postsinaptico (At = -18 ms), tal y
como se hizo en la sinapsis L4-L2/3 en la corteza somatosensorial y como se ha descrito
anteriormente en hipocampo (Andrade-Talavera et al., 2016; Pérez-Rodriguez et al., 2019; Falcon-
Moya et al., 2020) (Figura 36B). Los eEPSP fueron provocados por la estimulacion extracelular
de las vias LPP y MPP, que conectan con las espinas dendriticas de la parte distal y medial de las
células granulares (GC) del giro dentado de hipocampo (Savtchouk et al., 2019). Se registraron las

células granulares del giro dentado (Figura 36A).

A s CA1 S1 B
Post-pre pairing
LPP MPP
EC
LI 4°va
40 ms
IAtl IAtI

Figura 36. Esquema que muestra la configuracion experimental general y el protocolo utilizado. (A)
R, electrodo de registro; S1, electrodo de estimulacion de la ruta pareada; S2, electrodo de estimulacién de
la ruta control Ambos se colocaron sobre los axones de la LPP y la MPP del giro dentado. (B) Protocolo
post-pre utilizado (4t, tiempo entre el inicio de los eEPSP y el segundo potencial) en LPP-GC y MPP-GC.



El protocolo post-pre indujo una clara t-LTD tanto en la sinapsis LPP-GC (71 +4 %, n =
6, Figura 37A, B) como en la sinapsis MPP-GC (66 + 6 %, n = 6, Figura 37C, D); mientras que
las ruta controles (no pareadas) no se vieron afectadas en ningtin caso (103+4 %, n=6y 105+ 7

%, n = 6, respectivamente, Figura 37A-D).
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Figura 37. Un protocolo post-pre provoco t-LTD tanto en la sinapsis LPP-GC como en la sinapsis
MPP-GC. (A, C) Se muestran las pendientes de los eEPSP monitorizadas en la ruta pareada (triangulos
negros) y no pareada o control (circulos rojos). Los trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 min después
(2) del protocolo de t-LTD. Solo en la ruta pareada se observo t-LTD. (B, D) Resumen de los resultados.
Las barras representan la media y el error estandar. El nimero de rodajas se muestra con simbolos sobre las
barras. t de Student: *** p <0.001.
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2. Las t-LTDs observadas en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC son de

expresion presinaptica.

Se usaron varias aproximaciones como la PPR y el analisis del CV para determinar el locus de
expresion de la t-LTD. Los resultados del analisis de PPR al inicio y 30 minutos después de la
induccion de la t-LTD mostraron un aumento significativo de esta ratio en la sinapsis LPP-GC
(linea base: 1.1 +0.11 % frente at-LTD: 1.6 £ 0.18 %, n = 16, Figura 38A) y MPP-GC (linea base:
1.16 £ 0.08 % frente a t-LTD: 1.6 £ 0.13 %, n = 19, Figura 37C), lo que sugiere un cambio en la
probabilidad de liberacion. En segundo lugar, los resultados del CV con sustraccion de ruido de
las respuestas sinapticas antes y después de la induccién de lat-LTD se representan en las graficas
de CV2 frente al cambio en la pendiente media de los EPSP evocados. Esta asociacion da lugar a
puntos por debajo de la diagonal tanto en la sinapsis LPP-GC como en la sinapsis MPP-GC (Figura
38B, D), indicativos de que la liberacion presinaptica esta reducida (Sjostrom et al., 2003;
Rodriguez-Moreno y Paulsen, 2008; Brock et al., 2020). Estos pardametros evaluados sugieren que
el locus de expresion de lat-LTD en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC es presinaptico, y el protocolo

post-pre podria disminuir la probabilidad de liberacion del neurotransmisor.
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Figura 38. Expresion presinaptica de la t-LTD en L2, L4 EC-GC. La PPR muestra un incremento
después del protocolo post-pre tanto en la sinapsis LPP-GC (A) como en la sinapsis MPP-GC (C). Los
trazos muestran pares de pulsos al inicio (en negro) y 30 min después (en rojo) de la induccién de lat-LTD
(LPP-GC: n = 16; MPP-GC: n = 19). La grafica normalizada de CV frente a la media de la pendiente de
los eEPSP produce puntos de datos principalmente por debajo de la diagonal después del protocolo de t-
LTD tanto en la sinapsis LPP-GC (B) como en la sinapsis MPP-GC (D) (LPP-GC: n = 14; MPP-GC: n =
13). t de Student: * p < 0.05, **p < 0.01.
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3. Lat-LTD observada en la sinapsis MPP-GC se pierde a P22-28, no asi la
observada en la sinapsis LPP-GC.

Se estudio si la t-LTD que estaba presente en ambas sinapsis (LPP-GC y MPP-GC) a edades
tempranas comprendidas entre P13-21 seguia presente en edades mas tardias. Para ello, se aplico
el mismo protocolo de t-LTD, con un At = - 18 ms. La t-LTD fue observada en la cuarta semana
del desarrollo (P22-28) en la via lateral (76 + 11 %, n = 6, Figura 39A), mientras que desaparecio
por completo en la via medial (94 £ 6 %, n = 6, Figura 39B) a esta edad.
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Figura 39. La t-LTD desaparece en la sinapsis MPP-GC en la cuarta semana del desarrollo, pero no
en la sinapsis LPP-GC. (A) Se muestran las pendientes de los eEPSP monitorizadas en la sinapsis LPP-
GC (triangulos negros) y (B) en la sinapsis MPP-GC (circulos blancos) tras la induccion del protocolo post-
pre. Los trazos muestran los eEPSP durante la linea base (1) y 30 min después de la aplicacion del protocolo
de plasticidad (2).
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4. La t-LTD requiere de NMDARs presinapticos en la sinapsis MPP-GC,

pero no en la sinapsis LPP-GC

Para determinar si estas formas de t-LTD requieren receptores de NMDA al igual que se ha
descrito en otras sinapsis (Rodriguez-Moreno y Paulsen, 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2010;
Rodriguez-Moreno et al., 2013; Andrade-Talavera et al., 2016), se repitieron los experimentos en
presencia de D-AP5 (50 uM) y MK-801 (500 uM). En estas condiciones experimentales, no se
evito la induccion de la t-LTD en la sinapsis LPP-GC (D-AP5: 66 + 4 %, n = 8; MK-801: 62 + 9
%, n = 6) frente a controles: 60 = 6 %, n = 8, Figura 40A, B). Por otro lado, la induccion de t-LTD
se previno en la sinapsis MPP-GC en presencia de D-AP5 (90 £ 7 %, n = 10) y también fue
prevenida en presencia de MK-801 (107 + 10 %, n = 6, Figura 40C, D). Posteriormente, se repitio
el experimento introduciendo en la célula postsindptica MK-801 (500 uM) vy, en este caso, la
induccion de la t-LTD no se vio afectada (54 + 6 %, n = 9 frente a los controles 60 + 7 %, n = 8,
Figura 40C, D). Estos resultados indican que la t-LTD no requiere de NMDARs en la sinapsis
LPP-GC, pero si en la sinapsis MPP-GC y que este tipo de receptores no se encuentran en la célula

postsinaptica.
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Figura 40. La t-LTD presinaptica requiere de NMDARSs en la sinapsis MPP-GC, pero no en la
sinapsis LPP-GC. (A) LPP-GC: la adicion de D-AP5 (50 uM) o MK-801 (500 uM) a la solucién
extracelular no previno la induccién de t-LTD. La pendiente de los eEPSP se muestra en las células tratadas
con D-AP5 (triangulos rojos, n = 8), tratadas con MK-801 (triangulos grises, n = 6) y no tratadas (tridngulos
negros, n = 8). La inclusion de MK-801 en la célula postsinaptica no bloque6 la t-LTD (triangulos azules,
n =10). (C) MPP-GC: en presencia de D-AP5 (cuadrados rojos sin relleno, n = 10) y MK-801 (cuadrados
grises sin relleno, n = 6), la t-LTD se previno en comparacion con las rodajas controles (triangulos negros
sin relleno, n = 8). pMK-801 (triangulos azules sin relleno, n = 9) no impidi6 la induccién de lat-LTD. Los
trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 min después (2) del protocolo de plasticidad. (B, D) Resumen de
los resultados. Las barras representan la mediay el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra mediante
simbolos sobre los histogramas. Test ANOVA de una via + Holm-Sidak: *p < 0.05, ***p < 0.001.
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Después de establecer que los NMDARSs no postsinapticos estan involucrados en la induccién
de lat-LTD en la sinapsis MPP-GC, se determind la composicion de subunidades de los mismos.
Para ello, se utilizd Zn®* que es un antagonista de receptores tipo NMDA que contienen la
subunidad GIuN2A (Bidoret et al., 2009; Andrade-Talavera et al., 2016; Prius-Mengual, 2019). La
presencia de Zn?* (300 nM) en el bafio previno la induccién de la t-LTD (95 + 5 %, n = 7, Figura
41A, B). Después de esto, se utilizd Ro 25-6981, un antagonista selectivo de los NMDARs que
contienen la subunidad Glun2B (Mares et al., 2021). Ro 25-6981 (0.5 M) no previno la induccién
de t-LTD (55 £ 11 %, n = 6, Figura 41A, B). También se estudid si los NMDARSs que contienen
las subunidades GIuN2C/2D estaban involucrados en esta forma de t-LTD. Se repitieron los
experimentos en presencia de PPDA (10 uM) en el bafio (Chen et al., 2021) que no afecté a la
induccion de lat-LTD (61 + 7 %, n = 6, Figura 41A, B).

Estos datos se compararon con los obtenidos de experimentos en rodajas control a las que se
le aplicd el mismo protocolo de t-LTD sin usar ningln antagonista (63 £ 6 %, n = 9, Figura 41A,
B) e indican que los NMDARSs presinapticos en la sinapsis MPP-GC, involucrados en la t-LTD,

estan compuestos por las subunidades GIUN1 / GIuN2A.
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Figura 41. Composicion de subunidades de los NMDARs involucrados en la t-LTD en la sinapsis
MPP-GC. La composicion de subunidades se determiné en presencia de Zn?* (300 mM), Ro 25-6981 (0.5
uM) y PPDA (10 uM), antagonistas de NMDARs que contienen las subunidades GIuUN2A, GIuN2B vy
GIuN2C/D, respectivamente. (A) Curso temporal de la induccion de la t-LTD en condiciones control
(triangulos negros sin relleno, n = 9), rodajas tratadas con Zn®* (cuadrados rojos sin relleno, n = 7), Ro 25-
6981 (triangulos grises sin relleno, n = 6) y PPDA (tridngulos grises sin relleno, n = 6). Los trazos muestran
los eEPSP antes (1) y 30 min después (2) del protocolo de plasticidad. (B) Resumen de los resultados. Las
barras representan la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra mediante simbolos en los
histogramas. Test ANOVA de una via + Holm-Sidak: p* < 0.05.
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5. La t-LTD presinaptica requiere de mGIluRs en las sinapsis LPP-GC y
MPP-GC.

Actualmente, se sabe que los mGIuRs pueden modular la transmision sinéptica en la sinapsis
establecida entre la via perforante y el giro dentado (Dietrich et al., 1997), sin embargo, aunque
existe informacion sobre la STDP y la contribucion de los mGIuRs a esta forma de plasticidad en
la via perforante, estos trabajos se basan en registros de campo o extracelulares (Lin et al., 2006),
una técnica que no permite conocer a nivel celular este tipo de plasticidad. Por este motivo, se
decidio investigar si la t-LTD requiere de mGIuRs en estas sinapsis utilizando la técnica de patch-

clamp en su configuracion de célula completa.

En primer lugar, se empled un antagonista de amplio espectro de mGIuRs: LY 341495 (100
MM), que bloqued la induccion de lat-LTD tanto en la sinapsis LPP-GC (100 + 10 %, n = 8, Figura
40A, B) como en la sinapsis MPP-GC (99 £ 9 %, n = 10, Figura 42C, D). Posteriormente, las
rodajas se trataron con el antagonista de los mGlulRs: LY36385 (100 uM), y los resultados
mostraron que la induccion de la t-LTD en la sinapsis LPP-GC no fue bloqueada (76 + 3 %, n = 6,
Figura 42A, B); mientras que en la sinapsis MPP-GC si lo fue (95 £ 7 %, n = 7, Figura 42C, D).
Ademas, la aplicacion del antagonista especifico de los mGIluR5s MPEP (20 uM) a la solucién
externa previno la induccién de la t-LTD en LPP-GC (103 £ 10 %, n = 8, Figura 41A, B) pero no
en MPP-GC (61 £ 7 %, n = 6, Figura 42C, D), en comparacion con las rodajas control (LPP: 68.
+7%,n=8yMPP:65+7%,n=29, Figura42A-D). Estos resultados indican que tanto la sinapsis
LPP-GC como la sinapsis MPP-GC requieren de mGIluRs para inducir la t-LTD presinaptica, sin
embargo, mientras que en LPP-GC se necesita el receptor mGlu5, en MPP-GC se necesita el

receptor mGlul.
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Figura 42. La t-LTD requiere de mGIuRs en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC. (A) LPP-GC: lat-LTD
requiere mGIuR5 del grupo I. Se muestran las pendientes de los eEPSP monitorizadas en rodajas control
(triangulos negros, n = 9) y tratadas con el antagonista general de mGIluRs LY 341495 (100 uM, cuadrados
rojos, n = 8), el antagonista del mGIuR1 del grupo | LY367385 (100 uM, triangulos grises, n = 6) vy el
antagonista mGIuRS5 del grupo | MPEP (500 pM, cuadrados azules, n = 8). Los trazos muestran los eEPSP
antes (1) y 30 min después (2) del protocolo de plasticidad. (C) MPP-GC: t-LTD requiere de mGIluR1 del
grupo |. Curso temporal de la t-LTD en controles (tridangulos negros sin relleno, n = 9) y en rodajas tratadas
con LY 341495 en el bafio (cuadrados rojos sin relleno, n = 10), LY 367385 (cuadrados grises sin relleno, n
=7) y MPEP (triangulos azules sin relleno, n = 6). (B, D) Resumen de los resultados. Las barras representan
la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se muestra mediante simbolos sobre las barras. Test
ANOVA de una via + Holm-Sidak: *p < 0.05, **p < 0.01.
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Se repitieron los experimentos introduciendo GDPS (1 mM) en la neurona postsinéptica para
inhibir la sefializacion mediada por proteinas G e identificar la posible ubicacién de los mGIuRs
involucrados en la induccién de t-LTD en la via perforante. Los resultados mostraron que lat-LTD
no se vio afectada cuando las células postsinapticas fueron tratadas con GDPS tanto en la sinapsis
LPP-GC (61 £ 11 %, n = 6, Figura 43A, B) como en la sinapsis MPP-GC (69 £ 6 %, n = 7, Figura
43C, D) en comparacion con rodajas controles no tratadas (LPP: 67 £ 7 %, n = 7; MPP: 62 + 8 %,
n =7, Figura 43A-D). Esta informacidn indica que los mGIluRs requeridos para la induccion de t-
LTD no estan situados en la célula postsinaptica, pudiendo estar situados en la célula presinaptica

o0 en los astrocitos.
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Figura 43. Los mGluRs involucrados en la t-LTD en la PP no se encuentran en la célula postsinaptica.
(A) LPP-GC: curso temporal de la induccidn de la t-LTD en condiciones control (triangulos negros, n = 7)
o con la célula postsinaptica tratada con GDPBS (1 mM) (triangulos rojos, n = 6). (C) MPP-GC: la inclusion
de GDPfS en la célula postsinaptica (tridngulos rojos sin relleno, n = 6) no impidié la induccion de la t-
LTD, que existe bajo condiciones de control (triangulos negros sin relleno, n = 7). Los trazos muestran los
eEPSP antes (1) y 30 min después de la induccion de lat-LTD (2). (B, D) Resumen de los resultados. Las
barras representan la media y el error estandar. EI nimero de rodajas se representa mediante simbolos sobre

las barras.
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6. La induccion de t-LTD requiere de sefializacion cannabinoide en las
sinapsis PP-GC.

El sistema endocannabinoide (eCB) juega un papel fundamental en la plasticidad sinaptica a
través de una via de sefializacion retrograda (Castillo, 2012). En la STDP se ha observado que la
actividad neuronal conduce a la produccion de endocannabinoides (Andrade-Talavera et al., 2016;
Falcon-Moya et al., 2020) y se sabe que la actividad del receptor CB1 cambia a lo largo del
neurodesarrollo en todo el cerebro (Martinez et al., 2020). Se determind si los receptores CB1 son

necesarios para la induccion de t-LTD.

Con este propdsito, se trataron las rodajas con tetrahidrolipstatina (THL, 5 pM) en la neurona
postsinaptica para inhibir el diacilglicerol lipasa y evitar la sintesis de eCBs. THL impidid casi por
completo la induccion de la t-LTD tanto en la sinapsis LPP-GC (92 + 7 %, n = 8 frente a controles
68 + 4 %, n = 8, Figura 44A, B) como en la sinapsis MPP-GC (92 £ 5 %, n = 8 frente a controles
67 £ 5 % n = 8, Figura 44A, B). Se repitio el experimento en presencia del antagonista de los
receptores CB1 AM251, 3 uM y la induccidn de la t-LTD se previno tanto en la sinapsis LPP-GC
(102 = 7 %, n = 14, Figura 44A, B) como en la sinapsis MPP-GC (98 £ 5 %, n = 6, Figura 44A,
B). Por lo tanto, la t-LTD requiere de la sintesis de eCBs por parte de las células postsinapticas en

la via perforante y de la activacion de receptores CBu.
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Figura 44. t-LTD requiere sefializacién endocannabinoide. (A, C) Curso temporal de la induccion de la
t-LTD en condiciones control (LPP-GC: tridngulos negros, n = 8; MPP-GC: tridngulos negros sin relleno,
n = 8). En presencia de pTHL, se previno la t-LTD (LPP-GC: cuadrados rojos, n = 8; MPP-GC: cuadrados
rojos sin relleno, n = 6). Las rodajas tratadas con el antagonista del receptor CB1 AM251 (3 uM) muestran
un blogueo de la t-LTD después del protocolo post-pre (LPP-GC: cuadrados grises, n = 14; MPP-GC:
cuadrados grises vacios, n = 6). Los trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 min después de la aplicacion
del protocolo de plasticidad (2). (B, D) Resumen de los resultados. Las barras representan la media y el
error estandar. El nimero de rodajas se indica mediante simbolos sobre las barras. Test ANOVA de una via
+ Holm-Sidak: *p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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7. Lat-LTD requiere de actividad astrocitaria en las sinapsis PP-GC.

Varios estudios sugieren que la activacion de los receptores CB1 aumenta las ondas de Ca?* en
los astrocitos y que son necesarios para la liberacion de gliotransmisores por mecanismos
vesiculares (Min y Nevian, 2012; Andrade-Talavera et al., 2016; Falcon-Moya et al., 2020). Un
gliotransmisor liberado por los astrocitos es el glutamato, que esta involucrado en la plasticidad
sinaptica en el neocortex y el hipocampo (Zhang et al., 2004; Bonansco et al., 2011; Padamsey et
al., 2017; Falcén-Moya et al., 2020). Se decidid investigar si el glutamato liberado por los

astrocitos esta involucrado en la t-LTD observada en sinapsis PP-GC.

En primer lugar, se pudo inducir t-LTD en rodajas de ratones control o WT (LPP-GC: 64 £ 5
%, n =9; MPP-GC: 60 + 4 %, n = 8, Figura 45A-D); mientras que la induccion de t-LTD cuando
se introdujo el quelante de calcio BAPTA (20 mM) en los astrocitos result impedida (LPP-GC:
102 £ 9 %, n = 6; MPP-GC: 92 + 6 %, n = 7; Figura 45A-D). En segundo lugar, se utilizaron
rodajas de ratones transgénicos dn-SNARE en las cuales no se pudo inducir t-LTD no se pudo
inducir (LPP-GC: 102 £ 9 %, n = 9; MPP-GC: 112 + 6 %, n = 7; Figura 45A-D). Para determinar
si el glutamato liberado por los astrocitos esta involucrado en la t-LTD, se aplicaron “puffs” de
glutamato (100 puM) en rodajas de ratones dn-SNARE Yy se recuperé la t-LTD en ambas sinapsis
(LPP-GC: 72 £11 %, n=6; MPP-GC: 69 = 8 %, n = 6, Figura 45A-D). Por lo tanto, los resultados
obtenidos sugieren que la t-LTD presinaptica en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC requiere de
sefializacion astrocitaria y liberacion de glutamato que puede ser responsable de activar NMDARs

y mGIuRs presinapticos.
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Figura 45. t-LTD requiere de la liberacién de glutamato por los astrocitos en las sinapsis PP-GC. (A,
B) Curso temporal de la induccién de t-LTD en rodajas de ratones WT (LPP-GC: triangulos negros, n = 9;
MPP-GC: tridngulos negros sin relleno, n = 8), WT con BAPTA (20 mM) en los astrocitos (LPP-GC:
cuadrados rojos, n = 6; MPP-GC: cuadrados rojos sin relleno, n = 7), rodajas de ratones dn-SNARE (LPP-
GC: circulos grises, n = 9; MPP-GC: circulos grises sin relleno, n = 7'); y rodajas de ratones dn-SNARE
expuestos a aplicaciones locales de glutamato (100 uM) (LPP-GC: circulos azules, n = 6; MPP-GC: circulos
azules sin relleno, n = 6). Los trazos muestran los eEPSP antes (1) y 30 min después del protocolo post-pre
(2). (B, D) Resumen de los resultados. Las barras de error representan la media y el error estandar. El
namero de rodajas utilizadas se muestra con simbolos sobre las barras. Test ANOVA de una via + Holm-
Sidak: **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Capitulo I: Corteza somatosensorial



CORTEZA SOMATOSENSORIAL.

1. La t-LTD se pierde al final de la cuarta semana del neurodesarrollo

postnatal en la sinapsis L4-L.2/3.

Aplicando un protocolo post-pre, con una diferencia de -18 ms entre la actividad
presindptica y la postsinaptica, se observd que la t-LTD en la sinapsis L4-L2/3 a edades
comprendidas entre P13-27 se expresa de forma presinaptica (Figura 46A) y que desaparece a
partir de P27, como se public anteriormente (Banerjee et al., 2009). También es consistente con
anteriores estudios que mostraron que la capacidad de inducir depresién sinéptica en las sinapsis
corticales y en el hipocampo disminuye con la edad (Bear y Abraham, 1996; Corlew et al., 2007;
Banerjee et al., 2009; Rodriguez-Moreno et al., 2013; Andrade-Talavera et al., 2016; Pérez-
Rodriguez et al., 2019).

Del mismo modo, se observo una pérdida de la t-LTD a edades P28-37 usando dos
intervalos de tiempo diferentes entre la actividad presinaptica y la postsinaptica (25 y 10 ms) y en
ambos casos desaparecio la t-LTD, tal y como ocurria con 18 ms. No se probaron otros intervalos
de tiempo, pero estos datos indican que un cambio en las ventanas temporales no interviene en la
pérdida de la t-LTD asociada con el desarrollo cerebral. Estos resultados extienden la pérdida de
lat-LTD que se ha observado en otras regiones del cerebro -como la corteza visual y el hipocampo-
a la corteza somatosensorial. Seria de interés estudiar si este mecanismo se repite al estudiar otras

regiones cerebrales y es, por tanto, un mecanismo general.

2. Lapérdidadelat-LTD con el desarrollo en la sinapsis L4-L2/3 involucra
un aumento de la inhibicidn mediada por la activacion de receptores

presinapticos de adenosina de tipo Au.

En el presente trabajo, se ha mostrado que se requiere un aumento de la inhibicion para
cerrar la ventana de plasticidad. Esta mayor inhibicion no esta mediada por la activacion de los

receptores de tipo GABAA, como se ha descrito en otras regiones como la corteza visual (Hensch,
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2004, 2005), donde los astrocitos fueron recientemente implicados en el cierre del periodo critico
de plasticidad (Ribot et al., 2021). Los receptores de tipo GABAg tampoco estan involucrados en
esta pérdida de t-LTD, que no se vio afectada por la presencia de los antagonistas de los receptores
GABAA 0 GABAE en ratones P27-38.

Sin embargo, la t-LTD no desaparece durante el desarrollo cerebral en presencia de un
antagonista de los A1Rs, lo cual es una indicacion clara del papel crucial que tiene la adenosina en
lat-LTD. Ademas, al activar los AiRs a P13-27 (cuando se puede inducir una t-LTD de mas del
30%) la ventana de plasticidad se cerré prematuramente y hubo una pérdida de la t-LTD analoga
a la observada en ratones de mayor edad (P27-38). Este mecanismo es similar al observado
recientemente en el hipocampo (Falcon-Moya et al., 2020), sugiriendo que las dos estructuras
utilizan un mecanismo parecido para cerrar una ventana de plasticidad. Por eso, resulta de interés
estudiar estos mecanismos en otras sinapsis para confirmar si se trata de un fenémeno general

extrapolable a otras regiones cerebrales.

La explicacion mas probable sobre la pérdida de la t-LTD es que la activacion presinaptica
de los A1Rs produce una disminucidn de la liberacion de glutamato (Dunwiddie y Masino, 2001).
En el actual estudio, se partié de dos aproximaciones diferentes para determinar si la adenosina
actua sobre A1Rs presinapticos: analisis de PPR y analisis de CV, los cuales fueron consistentes
con la actividad presinéptica de A1Rs. Como se observd en el hipocampo (Sebastido et al., 2000;
Rex et al., 2005; Kerr et al., 2013; Falcdn-Moya et al., 2020), la concentracién de adenosina en las
sinapsis de la corteza somatosensorial L4-L2/3 parece aumentar con el neurodesarrollo,
observandose un aumento mayor en la pendiente de los eEPSP inducido por 8-CPT a P28-37 que
el observado a P13-27. Asi, al igual que ocurre con la sinapsis CA3-CAL del hipocampo, parece
que el incremento en la activacion de los AiRs presinépticos durante el desarrollo cerebral es
debido al aumento de la adenosina extracelular. Esta activacién inhibe la liberacion de glutamato,
reduciendo el glutamato ambiental y posiblemente la activacion de los NMDARS que es necesaria
para la t-LTD, provocando su pérdida. Por lo tanto, el incremento de los niveles de adenosina

parece afectar a la liberacion de glutamato y la induccion de la t-LTD (Figura 46B).
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3. La adenosina que se libera como resultado de la sefalizacion de los
astrocitos es necesaria para la peérdida de plasticidad durante el

neurodesarrollo.

Resulta de interés identificar cual es la fuente especifica de adenosina, ya que hay muchas
posibilidades. La adenosina puede ser liberada de las neuronas por exocitosis (Klyuch et al., 2012)
0 a través de transportadores (Lovatt et al., 2012), indirectamente a través del metabolismo
extracelular del ATP exocitado por las neuronas (Jo y Schlichter, 1999) o las células gliales
(Pascual et al., 2005) o a través de hemicanales de union glial (Huckstepp et al., 2010). De hecho,

estos mecanismos también pueden operar de forma concomitante.

Se estudid si se necesitan astrocitos para producir la adenosina que activa los A1Rs, ya que
son una fuente potencial bien conocida de adenosina (principalmente en forma de su precursor,
ATP) y otros gliotransmisores, liberados después de la movilizacion de Ca?* de las vesiculas
astrociticas (Araque et al., 2014). A la edad de P28-37, la prevencion de la liberacion de vesiculas
mediante la introduccién de BAPTA en los astrocitos recuperd la t-LTD, un efecto que fue
bloqueado afiadiendo CPA. Este experimento demostro que la adenosina liberada por los astrocitos
-0 como resultado de la sefializacion de los astrocitos- es necesaria para que se produzca la pérdida
de la t-LTD. Aungue sélo se tratd un astrocito especifico con BAPTA, el efecto observado sobre
la plasticidad probablemente se deba a la activacion de una red de astrocitos, ya que el Unico
astrocito tratado se conecta a otros a través de uniones comunicantes o conexinas por las cuales se

propagan las oscilaciones en los niveles de Ca?* intracelular (Mederos et al., 2018).

Por otro lado, también se observo que la estimulacion directa de los astrocitos aumenta lo
suficiente la adenosina extracelular como para afectar a la pendiente de los eEPSP, lo que a su vez
afecta a la liberacion de glutamato. Si el aumento de adenosina extracelular observado con el
desarrollo (aqui y previamente en el hipocampo) se produce por un aumento en el nimero de
astrocitos o por una mayor liberacion es una cuestion que requiere de mas estudio. Los resultados
de este trabajo indican que la t-LTD estd presente en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza
somatosensorial del raton hasta el final de la cuarta semana del neurodesarrollo. La desaparicion
de esta forma de t-LTD se debe a la inhibicion mediada por la activacién de los A1Rs presinapticos

durante la maduracién cerebral. Asi, la implicacion de la adenosina en el cierre de ventanas de
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plasticidad se perfila como un evento regulador comdn dado que también se ha observado en el
hipocampo (Pérez-Rodriguez et al., 2019) y se ha visto que la adenosina es capaz de producir un
cambio de t-LTD a t-LTP a P38-60.

4. Lat-LTD cambia a t-LTP presinaptica a P38-60.

En la segunda parte de este estudio, se mostré que la t-LTD de expresion presinaptica
cambia a t-LTP en la sinapsis somatosensorial de L4-L2/3 a medida que los ratones jovenes
maduran. Esta forma de t-LTP se expresa presinapticamente y requiere de mGIluR1s y de la
activacion de NMDARs. Ademas, esta t-LTP presinaptica necesita el flujo de calcio a través de
los canales de Ca?* de tipo L postsinapticos, asi como la liberacion de Ca?* de los depésitos
intracelulares postsinapticos y la liberacién de NO postsinaptico. Este Gltimo actiia como una sefial
retrograda que media la liberacion astroglial de ATP/adenosina para activar los A1Rs presinapticos

y la de glutamato para activar presumiblemente a los NMDARs (Figura 46C).

En el trabajo realizado en la presente memoria, se muestra la evidencia de dos
aproximaciones para determinar el sitio de expresion de esta forma de t-LTP: PPR y CV, ambos
consistentes con cambios presinapticos. Por lo tanto, esta LTP expresada presinapticamente
aparece durante el desarrollo a partir de un protocolo que normalmente induce t-LTD, de modo
que estos hallazgos expanden el repertorio de LTPs presinapticas a la sinapsis L4-L2/3. Al estudiar
la dependencia del tiempo de esta forma de t-LTP, el cambio de t-LTD a t-LTP ocurrié en
diferentes intervalos de tiempo (18 y 10 ms) a la edad de P38-60, donde antes habia una t-LTD
clara a edades comprendidas entre P13-27. Por lo tanto, este cambio parece surgir durante el
neurodesarrollo y lo méas probable es que no se deba a una ampliacion del intervalo de tiempo o
un cambio a lo largo del eje del tiempo, aunque no se puede descartar la posibilidad de que el
cambio no ocurra si se usan otros intervalos de tiempo que no han sido estudiados todavia. Una
pregunta relevante que deberia abordarse es si este cambio de t-LTD a t-LTP se observa solo con
un protocolo de STDP o si también podria estar presente cuando se usan otros protocolos que

inducen LTD en animales jovenes.

Cabe sefalar que se ha sugerido que la STDP depende de la concentracion de calcio

extracelular [Ca?*]e en el hipocampo, pues donde la [Ca?*]e se considera que es fisioldgica (1.3—
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1.8 mM) la plasticidad se ve afectada (Inglebert et al., 2020). En la corteza somatosensorial
estudiada, la [Ca?*]e es ligeramente superior al intervalo indicado (2 mM), no obstante, tanto la t-
LTD como el cambio a t-L TP se produjeron en presencia de 2 mM y también de 1.5 mM de [Ca®']e,
sugiriendo que ambos efectos muy probablemente se produciran bajo concentraciones fisioldgicas
de [Ca®']e. Esto también es consistente con el hecho de que la t-LTD en la sinapsis de L4-L2/3 de
la corteza somatosensorial se ha observado in vivo en ratones jovenes (Gonzalez-Rueda et al.,
2018). En consecuencia, seria particularmente interesante determinar si este cambio de t-LTD a t-

LTP ocurre in vivo.

5. La t-L TP de expresion presinaptica requiere de NMDARs y mGIuR1s.

En cuanto a los tipos de receptores necesarios para que se pueda inducir la t-LTP
presinaptica a medida que el cerebro del animal madura, se encontraron algunas diferencias claras
entre el hipocampo y la corteza somatosensorial. Aunque ambos tipos de t-LTP se expresan
presinapticamente, la t-LTP requiere de NMDARSs en la sinapsis L4-L2/3 de S1 pero no en el
hipocampo. Esta es una diferencia interesante ya que se ha encontrado una disminucion en el
numero de NMDARs presinapticos en la corteza visual con el neurodesarrollo (Corlew et al., 2007)
y en el hipocampo (Pérez-Rodriguez et al., 2019). Aungue ain no se ha descrito un posible cambio
de t-LTD presinéptica a t-L TP presinaptica en la corteza visual, este cambio se asocia con una falta
de actividad presinaptica de los NMDARs en el hipocampo. Esto podria indicar que el nimero de
NMDARs es demasiado bajo, por lo que no pueden participar en la t-LTP, participando los
mGIuR5s en su lugar (Pérez-Rodriguez et al.,, 2019; Falcon-Moya et al., 2020). Futuros
experimentos tendran que determinar si también se producen cambios en el ndmero de
preNMDARSs en la sinapsis de L4-L2/3 de la corteza somatosensorial con el desarrollo cerebral.
También puede ocurrir que exista un curso temporal diferente para la maduracion cortical y la del

hipocampo, como se ha indicado en las cortezas visual y somatosensorial (Cheetham y Fox, 2010).

Otra posible explicacion para estas diferencias regionales es que el aumento de la
activacion de los AiRs en el hipocampo con el desarrollo cerebral reduce la probabilidad de
liberacion de glutamato, de modo que se libera una cantidad insuficiente de glutamato y no se
activan los preNMDARS; sin embargo, junto con el glutamato liberado por los astrocitos, alcanza
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un nivel capaz de activar los mGIuRs presinapticos necesarios para t-LTP, pero no para los
preNMDAR:s.

En el trabajo que aqui se presenta, se ha descrito un mecanismo similar al hipocampo en la
sinapsis L4-L2/3, mediante el cual la activacion presindptica de AiRs amortigua la liberacion de
glutamato, aunque la cantidad liberada junto con el glutamato liberado por los astrocitos todavia
es capaz de activar los mGIuRs y, probablemente, los preNMDARSs. Sin embargo, es evidente que
se necesitan mas experimentos para aclarar los eventos que subyacen a estos cambios. En el
hipocampo, se requiere del mGIuRS presinaptico para inducir la t-LTP presinaptica (Falcon-Moya
et al., 2020), donde estos receptores modulan la liberacion de glutamato (Rodriguez-Moreno et al.,
1998) y la plasticidad (Gémez-Gonzalo et al., 2015). Aqui, y a diferencia del hipocampo, se
encontrd que es probable que los mGIlulRs postsinapticos sean necesarios para la t-LTP expresada
presinapticamente que se encuentra en las sinapsis L4-L2/3 de corteza somatosensorial. En el
hipocampo se encontrdé previamente un cambio asociado con el desarrollo cerebral de la
participacion de los NMDARs a los mGIuRs en la plasticidad (Falcon-Moya et al., 2020). Aunque
no se encontrd lo mismo aqui en la sinapsis cortical L4-L2/3, donde tanto los NMDARs como los

MGIuRs estan involucrados en la t-LTP.

Un aspecto que queda claro a partir de los resultados que se muestran en la presente
memoria, es que se ha detectado una nueva forma de t-LTP presinaptica, extendiendo la existencia
de formas presinapticas de LTP a la corteza somatosensorial. Se han descrito formas de LTPs
presinapticas que involucran NMDARs en el hipocampo (McGuinness et al., 2010) y en la corteza
entorrinal para las sinapsis del giro dentado (Min et al., 1998; Jourdain et al., 2007; Pérez-Otafio
y Rodriguez-Moreno, 2019; Savtchouk et al., 2019), y también se han descrito formas de LTPs
presinapticas independientes de NMDARs en la sinapsis CA3 de la fibra musgosa (MF) del
hipocampo (Nicoll y Schmitz, 2005), asi como en el cerebelo (Salin et al., 1996), tdlamo (Castro-
Alamancos y Calcagnotto, 1999), subiculo (Behr et al., 2009), amigdala (Lopez de Armentia y
Sah, 2007) y neocértex (Chen et al., 2009). Aunque se habia descrito que los mGIuRs eran
necesarios para algunas formas de LTPs presinapticas en el hipocampo (Perea y Araque, 2007;

Gbmez-Gonzalo et al., 2015), dicha LTP presinaptica no se indujo con protocolos de STDP.
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6. La t-LLTP de la corteza somatosensorial requiere de calcio postsinaptico y

NO.

Al igual que con otras formas de LTP, incluida la t-LTP en el hipocampo, la t-LTP requiere
de un aumento de Ca?* en la célula postsinaptica y la liberacion de Ca?* de las reservas
intracelulares (Castillo, 2012; Padamsey y Emptage, 2014; Padamsey et al., 2017; Falcon-Moya
et al., 2020; Mateos-Aparicio y Rodriguez-Moreno, 2020). Estas caracteristicas de la t-LTP
cortical también son comunes a otras formas de LTP presinapticas (Matyash et al., 2001; Navarrete

et al., 2014), y se sabe que los mGIuRs postsinapticos reclutan depdsitos de calcio postsinapticos.

Se encontro que el NO es la sefial retrégrada producida por la neurona postsinaptica via
aumento de Ca?* como en otros tipos de LTP presinapticas (Castillo, 2012; Padamsey y Emptage,
2014; Padamsey et al., 2017; Falcon-Moya et al., 2020; Mateos-Aparicio y Rodriguez-Moreno,
2020). La t-LTP se previno incluyendo cPTIO en el astrocito, pero no con L-NAME. Por tanto, se
concluye que el NO que participa en esta forma de t-LTP no es sintetizado por los astrocitos, sino
que es liberado por la neurona postsinaptica y parece entrar en los astrocitos para estimular o

modular la liberacion de gliotransmisores.

7. Lat-LTP presinaptica requiere de sefializacion de astrocitos.

Se demostro la participacion de los astrocitos en la t-LTP presinaptica a traves de dos
aproximaciones diferentes. En primer lugar, la introduccion de BAPTA en los astrocitos impidio
la induccion de t-LTP. En segundo lugar, la liberacién vesicular esta alterada en ratones (dn)-
SNARE y no se observo la t-LTP en las rodajas de estos animales. Se ha demostrado previamente
que los astrocitos participan en la potenciacion sinaptica (Jourdain et al., 2007; Perea y Araque,
2007; Savtchouk et al., 2019), pero no como resultado de un cambio de LTD presinaptica a LTP

presinaptica como se ha visto en este estudio en la sinapsis de L4-L2/3.

Se descubrio que el aumento de inhibicion de la liberacion como resultado de la activacion
de los A1Rs presinapticos por adenosina es el responsable del cambio de t-LTD a t-LTP durante la

sexta semana del neurodesarrollo. Ademas, la activacion de los A1Rs presinépticos a P13-27
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convierte la t-LTD en t-LTP, confirmando la importancia de la adenosina y de los AiRs
presinapticos en el cambio de plasticidad observado, como también se ha descrito para el
hipocampo (Falcon-Moya et al., 2020).

Tal como se ha publicado recientemente en el hipocampo, los datos de esta investigacion
en corteza somatosensorial sugieren que la adenosina probablemente se origina en los astrocitos.
Sin embargo, al igual que ocurre para la pérdida de la t-LTD, aunque los astrocitos participan
claramente en este evento -posiblemente al liberar adenosina-, también puede haber otras fuentes
de este nucledsido (Manzoni et al., 1994). EI aumento de la adenosina extracelular a medida que
madura la corteza de barriles podria deberse a un mayor nimero de astrocitos 0 a una mayor
liberacidn, lo cual queda atn por definir. Como se indico, puede ser posible controlar la plasticidad
alterando la disponibilidad de adenosina (Blundon et al., 2017; Chun et al., 2013) y, por lo tanto,

la adenosina podria ser un objetivo interesante para mejorar la salud, el aprendizaje y la memoria.

De manera similar a lo que se encontrd en el hipocampo, la adenosina no es el Unico
gliotransmisor necesario para la induccion de la t-LTP, sino que ATP/adenosina y glutamato son
necesarios para mediar en la induccion de la t-LTP. Ya se sabe que los astrocitos individuales
pueden liberar tanto adenosina como glutamato (Covelo y Araque, 2018), y de esta manera pueden
controlar la actividad sinéptica basal (Falcon-Moya et al., 2020; Panatier et al., 2011) y deprimir
la neurotransmision tonicamente (Pascual et al., 2005), probablemente deprimiendo algunas

sinapsis y potenciando otras (Covelo y Araque, 2018).

Ademas, es posible que el glutamato de la neurona presindptica tambiéen active los
NMDARs presinapticos, pero que esta cantidad de activacion de glutamato o NMDARs sea
insuficiente para inducir la t-LTP y que el glutamato liberado por los astrocitos también sea
necesario para la t-LTP. Serd interesante explorar cuél es el papel exacto de la neurona
postsinaptica en la induccion de lat-LTP y el papel de los mGluR1s. En cuanto al hipocampo, se
necesita mas investigacion para abordar esta cuestion, pero el NO sintetizado por la neurona
postsinaptica parece liberarse y entrar en el astrocito, posiblemente estimulando la liberacion de

gliotransmisores al aumentar el flujo de calcio en el astrocito (Matyash et al., 2001).

En la actualidad, no esta claro cual es la funcién de estos cambios progresivos en la
plasticidad durante el desarrollo que parecen estar controlados principalmente por la cantidad de
adenosina liberada por los astrocitos en diferentes etapas del neurodesarrollo. De hecho, seran
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necesarios mas estudios para determinar la verdadera influencia de la STDP en la corteza de
barriles y el papel de desarrollo especifico de la t-LTD y t-LTP en estos circuitos. Como se ha
discutido previamente (Pérez-Rodriguez et al., 2019; Falcén-Moya et al., 2020), lo més probable
es que participe en el refinamiento de las sinapsis, debilitando potencialmente las sinapsis
excitadoras que estan infrautilizadas o son irrelevantes desde el punto de vista del comportamiento
(Buonomano y Merzenich, 1998; Feldman y Brecht, 2005). La forma de t-LTP presinéptica
descrita aqui esta presente desde la sexta semana de desarrollo, lo que indica su relevancia desde
la edad adulta temprana en adelante, cuando probablemente influye en el aprendizaje y la memoria
u otros procesos cognitivos, aunque también podria participar en el refinamiento sinaptico a edades

mas tardias.

La plasticidad presinaptica también puede implicar cambios estructurales y puede cambiar
las propiedades de corta duracion de la liberacion de neurotransmisores, participar en las
propiedades computacionales del circuito y cambiar el equilibrio excitador/inhibidor o las
adaptaciones sensoriales (Monday et al., 2018). Responder a por qué algunas sinapsis, como la
sinapsis L4-L2/3 (y como se observa en el hipocampo), muestran plasticidad presinaptica y/o
postsinaptica requiere mas estudio. Por ejemplo, la STDP de las sinapsis L4-L2/3 y L2/3-L2/3 en
la corteza somatosensorial presenta diferentes requisitos, lo que indica que la expresion
presinaptica o postsinaptica de la plasticidad es fundamental para el correcto funcionamiento de
los circuitos cerebrales y que es posible que se regulen de manera diferente (Banerjee et al., 2009;
Banerjee et al., 2014). Ademas, y como lo indican algunos modelos computacionales (Costa et al.,
2017), la t-LTP expresada presinapticamente puede aumentar la confiabilidad de prueba a prueba,
y junto con la t-LTP expresada postsinapticamente, puede inducir un cambio mayor en la relacion
sefial-ruido que los cambios postsinapticos solos, como se describe en la corteza auditiva (Froemke
et al., 2013). También, los diferentes sitios de expresion pueden ser una ventaja para el sistema, ya

que puede ofrecer mas posibilidades de plasticidad cuando uno esté dafiado.

Finalmente, puede ser posible asociar comportamientos concretos con un locus particular
de plasticidad. La influencia conductual potencial de la LTP presinaptica sigue siendo un tema
emergente para el cual los datos disponibles provienen de las sinapsis MF-CA3 del hipocampo,
donde esta LTP esta implicada en el aprendizaje y la memoria (Hagena et al., 2011), y de las

125



sinapsis de la amigdala, donde la LTP presinaptica esta implicada en la formacion de la memoria
del miedo (Tovote et al., 2015).
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Figura 46. Esquema que muestra la sefializacién en las etapas de desarrollo temprano (P13-27),
juvenil (P28-37) y adulta (P38-60) en la sinapsis L4-L2/3. (A) A P13-27, se induce una forma
presinaptica de t-LTD mediante un protocolo post-pre. Los potenciales de accién postsinapticos activan los
VDCC, vy el glutamato liberado presinapticamente activa los mGIuRs postsinépticos, provocando la
liberacion de Ca®* de las reservas internas y la sintesis de eCBs. Para la t-LTD, se necesita una sefial de
eCB para activar los receptores CB1 y facilitar la liberacion de glutamato de los astrocitos. Con el glutamato
liberado de las neuronas presinapticas, se sabe que este glutamato activa los NMDARS presinapticos en los
terminales L4, lo que lleva a un aumento de los niveles intracelulares de Ca?* y depresion sinaptica. (B) A
P28-37, la t-LTD no se observa, y la principal diferencia con respecto a P13-27 es un aumento en la
liberacién de adenosina por los astrocitos. (C) A P38-60, la t-LTD cambia a una forma presinaptica de t-
LTP. Aqui, los potenciales de accion postsinapticos activan los VDCC, provocando la liberacion de Ca**
de las reservas internas e induciendo la sintesis de NO. La sefial de NO conduce a la activacion de los
astrocitos para liberar glutamato y/o adenosina para activar NMDARs y A1Rs, respectivamente, en los
terminales L4. La activacion de AiRs reduce considerablemente la probabilidad de liberacién de glutamato,
mientras que la activacion de NMDARs conduce a un aumento duradero en la liberacion de glutamato y la
potenciacion sinaptica. Tomado de Martinez-Gallego y Rodriguez-Moreno, 2022. AiR = receptor de
adenosina tipo 1; AMPAR = receptor de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico; CBiR =
receptor cannabinoide tipo 1; eCB = endocannabinoide; mGIuR = receptor de glutamato metabotropico;
NMDAR = receptor de N-metil-d-aspartato; NO = 6xido nitrico; P = dia posnatal; t-LTD = depresion de
larga duracion dependiente del tiempo; t-LTP = potenciacién de larga duracion dependiente del tiempo;
VDCC = canal de Ca®* dependiente del voltaje.
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Capitulo I1: Corteza entorrinal y giro dentado.



CORTEZA ENTORRINAL Y GIRO DENTADO.

1. Se induce t-LTD en las sinapsis establecidas entre L2, L4 de la EC y las

células granulares del DG.

Se ha observado que la t-LTD puede inducirse en ratones jovenes en las sinapsis
establecidas entre L4, L2 de la corteza entorrinal y las células granulares del giro dentado (LPP-
GC y MPP-GC), pareando la actividad presinaptica con un potencial de accion postsinaptico (At =
-18 ms) y a una frecuencia de estimulacién basal de 0.2 Hz, como ya se ha observado en otras
sinapsis del hipocampo como Schaffer collaterals (SC)-CA1 (Andrade-Talavera et al., 2016;
Falcon-Moya et al., 2020) o de la corteza (Rodriguez-Moreno y Paulsen, 2008).

Para determinar el locus de expresion de esta forma de t-LTD se utilizaron dos
aproximaciones diferentes, el andlisis del coeficiente de variacién y el analisis de la PPR. Se
observaron cambios significativos en la PPR y en la grafica del CV? los datos se sittian por debajo
de la diagonal, sugiriendo consistentemente que la expresion de esta forma de t-LTD es
presinaptica, como la descrita en SC-CALl (Andrade-Talavera et al., 2016). Se sabe que las
proyecciones de la corteza entorrinal hacen sinapsis glutamatérgicas con células granulares del
giro dentado, pero con diferentes propiedades funcionales dependiendo de si los aferentes
provienen de la LPP o de la MPP. Por ejemplo, la sinapsis MPP-GC muestra una mayor

probabilidad de liberacion presinaptica que la sinapsis LPP-GC (Savtchouk et al., 2019).

En futuros experimentos, sera necesario estudiar otros intervalos temporales entre la
actividad presinéptica y la postsinaptica (ademas de -18 ms) y, de esta forma, determinar si es mas
importante hablar de ventanas de plasticidad o del periodo del desarrollo en el que se intenta
inducir la depresion, del protocolo de plasticidad seleccionado o si ambos enfoques deben ser

tenidos en cuenta por igual.
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2. La t-LTD desaparece al final de la tercera semana del desarrollo
postnatal en la sinapsis MPP-GC, pero continGa presente en la sinapsis
LPP-GC.

La t-LTD observada es diferente para las sinapsis MPP-GC y LPP-GC, requiriendo de
mecanismos distintos para su induccién en cada una. Ademas, el perfil de desarrollo tampoco es
idéntico. Lat-LTD en la sinapsis MPP-GC desaparece muy temprano, en animales a partir de P22,
como ya se ha descrito en SC-CAL (Pérez-Rodriguez et al., 2019; Falcon-Moya et al., 2020),
mientras que en la sinapsis LPP-GC continla presente. La pérdida de lat-LTD en la sinapsis MPP-
GC confirma los resultados de los estudios que muestran que la capacidad de inducir depresién
sinaptica va disminuyendo con el desarrollo (Corlew et al., 2007; Rodriguez-Moreno et al., 2013;
Falcon-Moya et al., 2020). Faltaria por determinar cuando desaparece la t-LTD en la sinapsis LPP-
GC y si hay alguna funcién que explique por qué no se observa un patrén de desarrollo de la
plasticidad similar en ambas rutas. Es decir, seria relevante caracterizar las ventanas de plasticidad
en las dos sinapsis y determinar quée implicaciones funcionales podria tener el que tengan distintos

perfiles de desarrollo.

En el futuro habria que investigar si en algin momento del neurodesarrollo se produce un
cambio de t-LTD a t-LTP (aplicando un protocolo que normalmente induce t-LTD en animales
jévenes) como ya se ha observado en otras sinapsis caracterizadas por este mismo grupo como SC-
CALl (P35-42) (Falcon-Moya et al., 2020) o L4-L2/3 (Martinez-Gallego et al., 2022). De esta
forma, si se extiende la pérdida de la t-LTD que se ha observado en otras regiones del cerebro -
como la corteza visual, el hipocampo y recientemente la corteza somatosensorial- a la corteza
entorrinal y el giro dentado, esto aportaria informacion para seguir investigando si se pudiera tratar
de un evento que ocurre de forma general en el cerebro y posteriormente determinar cual es su

funcion.
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3. Lat-LTD requiere de receptores de tipo NMDA en la sinapsis MPP-GC,

no siendo asi para la sinapsis LPP-GC.

Se ha demostrado que la t-LTD requiere de NMDARs en la sinapsis MPP-GC (Figura 47B),
ya que dicha t-LTD fue prevenida por la inclusién de D-AP5 (50 uM), antagonista de receptores
de tipo NMDA, en la solucion extracelular. De manera similar a la sinapsis cortical establecida en
L4-L2/3 de la corteza somatosensorial, los NMDARs postsinapticos no son necesarios para la t-
LTD. La introduccion de MK-801 (500 uM) en la célula postsinaptica no impidio la induccion de
lat-LTD, lo que indica que los NMDARs podrian estar localizados en los terminales presinapticos.
Es importante destacar que la aplicacion extracelular de MK-801 bloque6 la induccidn de la t-
LTD, demostrando asi que la funcion de los receptores ionotropicos de NMDA no postsinapticos

es necesaria para inducir t-LTD (Andrade-Talavera et al., 2016).

Probablemente, la activacion de los preNMDARs en la sinapsis MPP-GC se deba a que estén
tonicamente activos durante el neurodesarrollo, como se ha visto en otras sinapsis: corteza
somatosensorial (Brasier y Feldman, 2008), visual (Corlew et al., 2007), hipocampo (Prius-
Mengual et al., 2019) e incluso en la propia corteza entorrinal, en concreto en la L2 (Berretta y
Jones, 1996). Tanto esta activacion tonica como la modulacion de la liberacion de glutamato se
pierden a medida que avanza el neurodesarrollo, indicando una reduccién en la probabilidad de

liberacion.

Sin embargo, los NMDARs no parecen estar involucrados en la induccién de la t-LTD en la
sinapsis LPP-GC, pues la inclusién de D-AP5 (50 uM) en el bafio no previno la induccion de la t-
LTD, como tampoco lo hizo afiadir MK-801 (500 pM). Un trabajo reciente investigé las
propiedades de los NMDARs presinapticos en las conexiones excitadoras entre los aferentes que
pasan a través de la via perforante y las células granulares del giro dentado, descubriendo que los
NMDARs, que contienen GIUN3A en las sinapsis PP-DG, son predominantemente presinapticos
frente a postsinapticos y persisten mas alla del periodo de desarrollo. Ademas, estos receptores se
expresan selectivamente en la ruta medial, no lateral, y aumentan la probabilidad de liberacion de

la MPP en respuesta a los gliotransmisores liberados por los astrocitos (Savichouk et al., 2019).

En cuanto a las subunidades que componen el receptor de NMDA en la sinapsis MPP-GC, un

trabajo previo encontrd que al estimular por separado la via medial y lateral, la adicién del
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antagonista selectivo de GIuN2B (Ifenprodil) disminuyé la amplitud de las eEPSC de las células
granulares y aumento la PPR en la sinapsis MPP-GC (pero no LPP-GC), lo que sugeria que el
receptor de NMDA estaria conformado por la subunidad GIuN2B (Pérez-Otafio y Rodriguez-
Moreno, 2019) y no GIuN2A. Sin embargo, en los resultados del trabajo que se presenta en esta
memoria, la t-LTD en MPP-GC no fue impedida por el antagonista selectivo de la subunidad
GIuN2B Ro 256981 (0.5 uM). Este experimento se repitid en presencia de ifenprodil (10uM) -otro
inhibidor de receptores que contienen la subunidad GIuN2B- y, de nuevo, la t-LTD no se previno.
Si se bloqued al afiadir Zn?* (300 nM) a la solucion extracelular, indicando que son receptores de
NMDA que contienen la subunidad GIuUN2A y no la GIuN2B los que estan involucrados en este
tipo de t-LTD en la sinapsis MPP-GC.

4. Lat-LTD requiere de mGIluRs y de sefalizacion endocannabinoide tanto

en la sinapsis MPP-GC como en la sinapsis LPP-GC.

Segun los resultados obtenidos, la t-LTD en la via perforante requiere de mGIuRs y de
sefializacion endocannabinoide (Figura 47A, B), pues su induccion fue prevenida por la
introduccidn en la solucion extracelular de antagonistas de mGIluRs y por la presencia de THL (5
uM) en la neurona postsindptica. THL es un inhibidor de la enzima diacylglycerol lipasa, la cual
esta involucrada en la sintesis de eCBs. Por lo tanto, en la neurona postsinéptica se produce la
sintesis de eCBs que se liberan al medio extracelular y actian sobre receptores CBy1, si bien aun no
se sabe donde estan localizados estos receptores y seran necesarios experimentos adicionales para
determinar si podria encontrarse en los astrocitos como se ha sugerido para el hipocampo
(Andrade-Talavera et al., 2016).

Otros trabajos recientes han encontrado formas de LTD en estas mismas sinapsis que
también requieren de mGIuRs, como una LTD dependiente del receptor de cannabinoide tipo 1
(CBay). EI sistema endocannabinoide modula la plasticidad sinaptica en el hipocampo, pero el
vinculo entre esta plasticidad sinaptica de larga duracion y el receptor de cannabinoide tipo 1 (CB1)
en las sinapsis de la via perforante no es tan evidente. No obstante, en los Gltimos afios se han
descrito algunos trabajos que relacionan formas de LTD en la sinapsis MPP-GC con el receptor
CBz1. En concreto, la estimulacion de MPP-GC con un protocolo de 10 Hz durante 10 min
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desencaden6 una depresion excitadora de larga duracion dependiente del receptor CB1 (eCB-
eLTD) en la sinapsis MPP-GC de ratones control o wild-type, pero no en ratones knock-out para
CB1R (Pefiasco et al., 2019). Del mismo modo, la estimulacion de la MPP con un protocolo de 1
Hz y 900 pulsos también indujo LTD (Fontaine et al., 2020). Estas LTDs requerian de mGIuRs

del grupo I, como la t-LTD caracterizada en esta memoria.

Los NMDARs no parecen estar involucrados en la induccién de la t-LTD en la sinapsis
LPP-GCy podrian ser los mGIuRs los responsables de esta forma de plasticidad. Los experimentos
realizados introduciendo GDPBS (1 mM) en la célula postsinaptica sugieren que los mGIuRs
implicados en la t-LTD podrian ser presinapticos, ya que no se previno su induccién en ninguna
de las sinapsis estudiadas. Se han descrito mGIuRs presinapticos que modulan la liberacion de
glutamato en el hipocampo (Andrade-Talavera et al., 2016) y participan en la plasticidad (Gomez-
Gonzalo et al. 2015). No obstante, también se ha informado de la existencia de mGIuRs gliales
(Porter y McCarthy 1996; Perea y Araque 2005) que también podrian tener un papel en esta forma
de t-LTD, por lo que seria necesario realizar mas experimentos para determinar la posible

presencia 0 no de los mGIuRs en los astrocitos.

5. La t-LTD requiere de sefializacion astrocitaria en las sinapsis LPP-GC y
MPP-GC.

Se ha demostrado la participacion de los astrocitos en la t-LTD, ya que su induccion fue
prevenida tras la inclusion de BAPTA en los astrocitos. Del mismo modo, en rodajas de ratones
dn-SNARE, donde la liberacion vesicular se encuentra eliminada, tampoco se pudo observar t-
LTD. Se ha descrito previamente que los astrocitos participan en la t-LTD en otras regiones
cerebrales como el hipocampo (Andrade-Talavera et al., 2016) o la corteza (Min y Nevian, 2012;
Rodriguez-Moreno et al., 2013).

Se sabe que los astrocitos pueden liberar tanto ATP/adenosina como glutamato (Covelo y
Araque, 2018) y controlar asi la actividad sinaptica. Los experimentos realizados aplicando
“puffs” de glutamato (100 pM) en células de rodajas de ratones dn-SNARE, consiguieron
recuperar la t-LTD. Este resultado indica que uno de los gliotransmisores que los astrocitos estan
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liberando es glutamato (Figura 47A, B). Seria interesante estudiar si ocurre como en otras sinapsis
donde el perfil de desarrollo de la t-LTD esta caracterizado y, ademas de glutamato, los astrocitos
liberan otros gliotransmisores como ATP/adenosina (Martinez-Gallego et al., 2022) o D-Serina
(Andrade-Talavera et al., 2016) y determinar si estan implicados en el cierre de las ventanas de
plasticidad en las sinapsis PP-GC, asi como si pueden volver a abrirlas. Por ejemplo, el papel de
la adenosina en el cierre de ventanas de plasticidad esta postulandose para ser considerado un
evento regulatorio comun, pues se ha observado ya en la corteza auditiva adulta (Blundon et al.,
2017), el hipocampo (Pérez-Rodriguez et al., 2019) y la corteza somatosensorial primaria
(Martinez-Gallego et al., 2022).

A postpre LPP-GC p1321 B MPP-GC Post-pre
Presynaptic neuron

Presynaptic neuron
%
&
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______________
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Dendritic spi;e\‘
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‘ ' vDCC CBR

Dendritic spine

Figura 47. Esquema que muestra la sefializacion a P13-21 en las sinapsis establecidas entre la corteza
entorrinal y el giro dentado (LPP-GC y MPP-GC). En ambas vias se induce una forma presinaptica de
t-LTD mediante un protocolo post-pre, que en LPP-GC (A) es independiente de NMDARs, siendo los
mGIuRs (en concreto, mGIuR5) los responsables, y en MPP-GC (B) estan involucrados los NMDARs
presinapticos y también los mGluRs (mGIuR1). En la neurona postsinaptica se produce la sintesis de eCBs,
cuyo receptor aln no se sabe donde esté localizado, aunque podria encontrarse en los astrocitos. AMPAR:
receptor de &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico; CB:R: receptor cannabinoide tipo 1;
eCB: endocannabinoide; mGIuR: receptor metabotrdpico de glutamato; NMDAR: receptor de N-metil-d-
aspartato; VDCC: canal de Ca®* dependiente del voltaje.
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6. Importancia fisiologica de la spike timing-dependent plasticity en las
sinapsis establecidas entre L2, L4 de EC y las células granulares del DG

de hipocampo de raton.

Como se ha descrito para el hipocampo (Falcon Moya et al.,, 2020) y la corteza
somatosensorial (Martinez-Gallego et al., 2022), es probable que la t-LTD participe en el
refinamiento de las conexiones sinapticas y, por tanto, tenga un papel relevante en el
establecimiento de circuitos sinépticos responsables de una adecuada fisiologia en la etapa adulta.
Algunos estudios recientes estan comenzando a explorar como la plasticidad contribuye al
desarrollo de los circuitos neuronales y juega un papel determinante en los periodos criticos a lo
largo del desarrollo cerebral (Jenks et al., 2021); y cada vez se refuerza mas la idea de una posible
funcion de la t-LTD en procesos de poda sinptica (Buonomano y Merzenich, 1998; Feldman y
Brecht, 2005), donde se debilitan o eliminan aquellas conexiones sinapticas que no resultan
eficientes, estdn en desuso o son irrelevantes, a la vez que se establecen nuevas y se refuerzan las

que son Utiles.

Sin embargo, hasta la fecha no se sabe con exactitud cual es la funcidn fisioldgica de la t-
LTD durante el desarrollo postnatal y en adultos. Caracterizar la t-LTD en las sinapsis establecidas
entre L2, L4 de EC y las células granulares del giro dentado de hipocampo resulta especialmente
interesante ya que, como se ha descrito previamente en esta memoria, desde la EC se envian dos
tipos de proyecciones al hipocampo que transmiten informacion de diferente naturaleza. Esto
sugiere que la MPP y la LPP procesan distintas clases de informacion, a pesar de establecer
sinapsis con el mismo tipo de célula granular. Por lo tanto, una linea de investigacion futura podria
ser estudiar la relacién entre ventanas de plasticidad, t-LTD y comportamiento en las sinapsis L2,
L4 de EC-DG, y determinar si MPP y LPP participan en distintos procesos comportamentales y
formas de aprendizaje y memoria. La sinapsis MPP-GC se ha relacionado con aprendizaje espacial
mientras que la sinapsis LPP-GC estaria mas implicada en el reconocimiento de objetos o de sus

caracteristicas definitorias.
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Por otro lado, resultaria interesante incluir en el estudio modelos animales de la
Enfermedad de Alzheimer, ya que la corteza entorrinal parece ser una de las primeras regiones del
cerebro afectadas por la enfermedad y lesiones en esta region se han vinculado con algunos de sus
sintomas principales como la dificultad para almacenar informacion nueva, para reconocer las

propiedades de un estimulo con el que se estaba familiarizado o la desorientacion espaciotemporal.

135



136

VI. Conclusiones




CONCLUSIONES.

10.

Un tipo de t-LTD presinaptica esta presente en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza

somatosensorial primaria a P13-27.

Esta forma de t-LTD en la sinapsis L4/L2/3 de la corteza somatosensorial desaparece a
P28-37.

La pérdida de t-LTD durante el neurodesarrollo en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza
somatosensorial no se debe a un cambio en el intervalo temporal entre estimulos

presinapticos y postsinapticos.

La pérdida de la t-LTD durante el desarrollo cerebral en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza
somatosensorial implica un incremento de la inhibicion mediada por la activacion de

receptores presinapticos de adenosina de tipo 1 (Az).

La pérdida de la t-LTD presinaptica durante el neurodesarrollo en la sinapsis L4-L2/3 de
corteza somatosensorial requiere de un aumento de la liberacion de ATP/adenosina por

parte de los astrocitos.

El protocolo que induce t-LTD en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial a P13-
27 induce una t-LTP presinaptica a P38-60.

La t-LTP presinaptica presente en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial
requiere de NMDARs y de mGIuRs.

La t-LTP presinaptica presente en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial

requiere de la participacion de los astrocitos, que liberan glutamato y adenosina.

La t-LTP presinaptica presente en la sinapsis L4-L2/3 de la corteza somatosensorial

requiere de sefializacion mediada por NO.

Un tipo de t-LTD presinaptica esta presente en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC a P13-21,
siguiendo presente en la sinapsis LPP-GC y desapareciendo en la sinapsis MPP-GC a P22-
28.
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11. La t-LTD requiere de NMDARs y mGIuR1 en la sinapsis MPP-GC, pero en la sinapsis
LPP-GC es independiente de NMDARs y requiere de mGIuRb.

12. Lat-LTD en las sinapsis LPP-GC y MPP-GC requiere de sefializacion endocannabinoide

y astrocitaria.



CONCLUSIONS.

1.

10.

A form of presynaptic t-LTD is present during P13-27 at the L4-L2/3 synapse of the

somatosensory cortex.

This form of t-LTD disappears during P28-37 at the L4-L2/3 synapse of the somatosensory

cortex.

The loss of t-LTD at the L4-L2/3 synapse of the somatosensory cortex does not depend on
the time window between pre and postsynaptic stimuli.

The loss of the t-LTD during development at the L4-L2/3 synapse of the somatosensory
cortex involves an increase in the inhibition mediated by the activation of presynaptic type

1 adenosine receptors.

The loss of t-LTD at the L4-L2/3 synapse of the somatosensory cortex requires an increase

of adenosine release from astrocytes.

The protocol that induces t-LTD during P13-21 induces t-LTP during P38-60 at the L4-
L2/3 synapse of the somatosensory cortex.

The t-LTP that is present at the L4-L2/3 synapse of the somatosensory cortex requires
NMDARs and mGIuRs.

The t-LTP that is present at the L4-L2/3 synapse of the somatosensory cortex requires

astrocytes releasing glutamate and adenosine.

The t-LTP that is present at the L4-L.2/3 synapse of the somatosensory cortex requires NO
mediated signaling.

This form of presynaptic t-LTD is present at the LPP-GC and MPP-GC synapses at P13-
21, is still present during P22-28 at the LPP-GC synapse and disappearing at the MPP-GC

synapse.
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11. This form of t-LTD requires NMDARs and mGIuR1 at the MPP-GC synapse, but at the
LPP-GC synapse it is independent of NMDARs and requires mGIuRS5.

12. This form of t-LTD at LPP-GC and MPP-GC synapses requires endocannabinoid and

astrocyte signaling.
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Adenosine and Astrocytes Determine the Developmental
Dynamics of Spike Timing-Dependent Plasticity in the
Somatosensory Cortex
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During development, critical periods of synaptic plasticity facilitate the reordering and refinement of neural connections, allowing the
definitive synaptic circuits responsible for correct adult physiology to be established. The 14-12/3 synapses in the somatosensory cortex
(S1) exhibit a presynaptic form of spike timing-dependent long-term depression (t-LTD) that probably fulfills a role in synaptic refine-
ment. This t-LTD persists until the fourth postnatal week in mice, disappearing thereafter. When we investigated the mechanisms
underlying this maturation-related loss of t-LTD in either sex mouse slices, we found that it could be completely recovered by antago-
nizing adenosine type 1 receptors. By contrast, an agonist of A;R impeded the induction of t-LTD at P13-27. Furthermore, we found
that the adenosine that mediated the loss of t-LTD at the end of the fourth week of development is most probably supplied by astro-
cytes. At more mature stages (P38-60), we found that the protocol used to induce t-LTD provokes t-LTP. We characterized the mecha-
nisms underlying the induction of this form of LTP, and we found it to be expressed presynaptically, as witnessed by paired-pulse
and coefficient of variation analysis. In addition, this form of presynaptic t-LTP requires the activation of NMDARs and mGlulRs,
and the entry of Ca>" into the postsynaptic neuron through L-type voltage-dependent Ca®" channels. Nitric oxide is also required for
t-LTP as a messenger in the postsynaptic neuron as are the adenosine and glutamate that are released in association with astrocyte sig-
naling. These results provide direct evidence of the mechanisms that close the window of plasticity associated with t-LTD and that
drive the switch in synaptic transmission from t-LTD to t-LTP at L4-L2/3 synapses, in which astrocytes play a central role.

Key words: adenosine; astrocyte; barrel cortex; critical period; glutamate; spike timing-dependent plasticity
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During development, critical periods of plasticity facilitate the reordering and refining of neural connections, allowing correct adult
physiology to be established. The L4-12/3 synapses in the somatosensory cortex exhibit a presynaptic form plasticity (LTD) that prob-
ably fulfills a role in synaptic refinement. It is present until the fourth postnatal week in mice, disappearing thereafter. The mecha-
nisms that are responsible for this loss of plasticity are not clear. We describe here these mechanisms and those involved in the switch
from LTD to LTP observed as the brain matures. Defining these events responsible for closing (and opening) plasticity windows may
be important for brain repair, sensorial recovery, the treatment of neurodevelopmental disorders, and for educational policy. /
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Introduction

One of the most interesting properties of the mammalian brain
is its ability to change in response to experience. This phenom-
enon, called plasticity (Ramon y Cajal, 1894), underlies the reor-
ganization of cortical maps during development, as well as
learning and memory processes in adults (Citri and Malenka,
2008; Bliss et al., 2014). Throughout development, activity and
sensory-dependent plastic changes occur during permissive and
critical periods, wherein environmental influences shape brain
circuits and refine neural connections into the definitive adult
circuits (Hensch, 2004, 2005). The closing of such permissive
windows is associated with the loss of plasticity at particular
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synapses, producing specific functional effects (Hensch, 2004).
Long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD)
of synaptic transmission are the two best-known forms of plas-
ticity. Spike timing-dependent plasticity (STDP) is a Hebbian
form of synaptic plasticity detected in all species studied, from
insects to humans, and it is a strong candidate to drive circuit
remodeling during development, as well as learning and memory
in adults (Debanne et al., 1994, 1998; Markram et al., 1997; Bi
and Poo, 1998; Feldman, 2000, 2012). In STDP, the order and
relative timing of presynaptic and postsynaptic action potentials
(APs; spikes) determine the direction and magnitude of the syn-
aptic changes. Thus, spike timing-dependent LTP (t-LTP) occurs
when a presynaptic spike is followed by a postsynaptic spike,
whereas spike timing-dependent LTD (t-LTD) is induced when
this order is inverted, although some exceptions to this do exist
(Feldman, 2012; Brzosko et al., 2019).

Presynaptic forms of t-LTD have been described in the visual
and somatosensory cortices and in the hippocampus (Corlew
et al., 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2010; Brzosko et al., 2019).
These forms of t-LTD are expressed presynaptically, and they
disappear during the third to fifth weeks of postnatal deve-
lopment (Corlew et al., 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2010;
Andrade-Talavera et al., 2016; Bouvier et al., 2018; Brzosko et al.,
2019; Pérez-Rodriguez et al., 2019). In the mouse barrel cortex,
presynaptic t-LTD is lost by the fourth week of postnatal day (P)
development (=P25-42; Banerjee et al., 2009). This t-LTD is
known to be dependent on postsynaptic Ca**, L-type voltage-de-
pendent Ca®>" channels, mGlu5 receptor activation, phospholi-
pase C, postsynaptic IP; receptor-mediated Ca*" release from
internal stores, postsynaptic endocannabinoid (eCB) synthesis,
and activation of CB; receptors and astroglial signaling that
delivers glutamate to NMDARs during its induction (Bender et
al., 2006; Nevian and Sakmann, 2006; Brasier and Feldman,
2008; Rodriguez-Moreno and Paulsen, 2008; Min and Nevian,
2012; Rodriguez-Moreno et al., 2013; Banerjee et al., 2014). To
date, it remains unclear what mechanisms are responsible for the
loss of this plasticity during the fourth week of development
(Banerjee et al., 2009). Moreover, it is unclear whether the clo-
sure of this window of plasticity is reversible or not and whether
it is permanent, persisting throughout the lifetime of the animal.
Defining the events responsible for closing plasticity windows is
important when studying the brain responses to experience and
injury. Indeed, defining such processes may have important
implications for brain repair, sensorial recovery, the treatment of
neurodevelopmental disorders, and even for educational policy.

Here, we studied the mechanisms driving the loss of t-LTD
observed as L4-12/3 synapses mature in the mouse barrel cortex
using whole-cell patch-clamp recordings. As described previ-
ously, we found that t-LTD can be induced at L4-L2/3 synapses
in young mice (P13-27) and that it is lost at the end of the fourth
week of development (P28-37). We discovered that this develop-
mental loss of t-LTD can be reversed by antagonizing adenosine
type 1 receptors (A;Rs) and, conversely, that the induction of t-
LTD is impaired between P13 and P27 in the presence of an A;R
agonist. In addition, we found that the adenosine that mediates
the loss of t-LTD at the end of the fourth week of development is
released as a result of astrocyte signaling. We also explored what
occurs after P37 at S1 L4-L2/3 synapses and, interestingly, we
found that a post-before-pre protocol that induces t-LTD at
P13-27 fails to induce plasticity at P28-37, although it does
induce t-LTP at P38-60. Characterizing this form of t-LTP, the
result of a switch from presynaptic t-LTD, paired-pulse ratio
(PPR), and coefficient of variation (CV) analyses demonstrate its
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presynaptic nature. This t-LTP requires the activation of
NMDARs and mGluR1, as well as a calcium flux through postsy-
naptic L-type calcium channels, calcium release from intracellular
stores and signaling by nitric oxide (NO) as a retrograde messen-
ger. The switch from presynaptic t-LTD to t-LTP is mediated by the
activation of presynaptic A;Rs by adenosine released as a result of
astrocyte signaling. Finally, astrocytes seem to induce t-LTP not
only by releasing adenosine but also by supplying glutamate. Thus,
we reveal here the mechanisms underlying t-LTD loss during matu-
ration and a developmental switch from presynaptic depression to
presynaptic potentiation of synaptic transmission as the S1 matures,
defining the mechanisms by which this form of t-LTP is induced.

Materials and Methods

Mice. All animal procedures were conducted in accordance with
the European Union Directive 2010/63/EU regarding the protection of
animals used for scientific purposes, and they were approved by the
Ethics Committee of the Universidad Pablo de Olavide and the Ethics
Committee of the Andalusian Government. C57BL/6 mice were obtained
from Harlan Laboratories (Spain), and P13-60 mice of either sex were
used. Animals were kept on a continuous 12 h light/dark cycle, at tem-
peratures between 18 and 24°C, at 40-60% humidity, and with ad libitum
access to food and water. In some experiments, dominant-negative (dn)
SNARE mice (Pascual et al., 2005; Sardinha et al., 2017) of the same ages
were used. These mice were not fed with doxycycline from birth, the sup-
plement that drives transgene expression. In these mice, the human glial
fibrillary acidic protein promoter mediates the expression of the tetracy-
cline transactivator specifically in astrocytes, which in turn activates
the tetracycline responsive element operator and drives the cytosolic
expression of VAMP2/synaptobrevin II, as well as the enhanced green flu-
orescence protein. Expression of the dnSNARE transgene interferes with
the formation of the SNARE complex, resulting in a blockade of exocyto-
sis and impaired vesicular release in astrocytes (Sultan et al., 2015).

Slice preparation. Slices containing the barrel subfield of the somato-
sensory cortex were prepared as described previously (Agmon and
Connors, 1991; Rodriguez-Moreno et al., 2013; Banerjee et al., 2014).
Briefly, mice were anesthetized with isoflurane (2%) and decapitated,
and their whole brain was removed and placed in an ice-cold solution
containing the following (in mum, 300 mOsm'Lfl): 126 NaCl, 3 KCl, 1.25
NaH,PO,, 2 MgSO,, 2 CaCl,, 26 NaHCOs;, and 10 glucose, pH 7.2.
Slices (350 pm thick, Leica VT1000S Vibratome) were maintained oxy-
genated (95% O,/5% CO,) in the same solution for at least 1 h before
use. Experiments were conducted at 30-34°C, during which the slices
were superfused continuously with the solution indicated above.

Electrophysiological recordings. Slices containing the barrel cortex
were identified and selected under a stereomicroscope. Two monopolar
stimulation electrodes were placed at the base of a barrel (L4), and
whole-cell patch-clamp recordings were obtained from L2/3 pyramidal
cells located in the same barrel column with 5-7 MQ borosilicate pip-
ettes. The pipette solution contained the following (in mm, 290
mOsm'Lfl): 110 potassium gluconate, 40 HEPES, 4 NaCl, 4 ATP-Mg,
and 0.3 GTP, pH 7.2-7.3. Cells with a pyramidal-shaped soma were
selected for recording using infrared, differential interference contrast
optics. The neurons were verified as pyramidal cells through their char-
acteristic regular spiking responses to positive current injection. Whole-
cell recordings were obtained with an Axon MultiClamp 700B amplifier
(Molecular Devices. Only cells with a stable resting membrane potential
below —55mV were assessed, and the cell recordings were excluded
from the analysis if the series resistance changed by >15%. All record-
ings were low-pass filtered at 3 kHz and acquired at 10 kHz, and all the
experiments were performed in current-clamp mode. To study plasticity,
EPSPs were evoked alternately through two input pathways, test and
control, each at 0.2 Hz. Stimulating electrodes were situated 200-400 pm
from the cell soma, and the EPSPs were induced using brief current pulses
(200 ps, 0.1-0.2mA). Stimulation was adjusted to obtain an EPSP peak
amplitude of ~3-5mV in control conditions, and pathway independence
was ensured by the lack of cross-facilitation when the pathways were
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stimulated alternately at 50 ms intervals. Plasticity was assessed through
the changes in the EPSP slope, measured in its rising phase as a linear fit
between time points, corresponding to 25-30% and 70-75% of the peak
amplitude under control conditions.

Plasticity protocols. After establishing a stable basal EPSP over
10 min, the test input was paired 100 times with a single postsynaptic
spike. The single postsynaptic spike was evoked by a brief somatic cur-
rent pulse (5ms, 0.1-0.5 pA), whereas the control pathway was unstimu-
lated during the pairing period. To induce t-LTD, the postsynaptic AP
was evoked 18 ms before the onset of the EPSP. EPSP slopes were moni-
tored for at least 30 min after the pairing protocol, and the presynaptic
stimulation frequency remained constant throughout the experiment.
Where appropriate, glutamate puffs were applied using a Picospritzer
(Parker Hannifin). Glutamate was dissolved in the external solution and
puffed through a micropipette over an astrocyte at a pressure of 10 psi
for 50-200 ms, which did not affect patch clamping. For each experi-
ment, 50-100 glutamate puffs were applied at 0.2 Hz after the recording
neuron at baseline, 18 ms before the onset of the EPSP. EPSP slopes were
monitored for 30 min after the protocol. In some experiments, different
timings were used.

Pharmacology. The following compounds used here were pur-
chased from Sigma-Aldrich: BAPTA (20 mwm; catalog #A4926), N6-
Cyclopentyladenosine (CPA; 60 nwm; catalog #119135), and GDPBS
(1 mum; catalog #G7637), as well as all the salts used to prepare the
internal and external solutions. The following compounds were
purchased from Tocris Bioscience: (+)—MK-801 maleate (500 pm;
catalog #0924), p-AP5 (50 pm; catalog #0106), 8-cyclopentyl-1,3-
dimethylxanthine (8-CPT; 2 pm; catalog #6137), cPTIO (100 pm;
catalog #0772), L-glutamic acid (100 pm; catalog #0218), LY367385
(100 pm; catalog #1237), LY341495 (100 pwm; catalog #1209), L-
NAME (100 pm; catalog #0665), DETA NONOate (5 mym; catalog
#6077), nimodipine (10 pm; catalog #0600), thapsigargin (10 pm;
catalog #1138), bicuculline (10 pm; catalog #0130), and SCH50911
(20 pM; catalog #0984). These compounds were all dissolved in
water except 8-CPT, nimodipine, and thapsigargin, which were
dissolved in DMSO.

Data analysis. The data were analyzed with Clampfit 10.2 software
(Molecular Devices), and the last 5 min of recording were used to esti-
mate the changes in synaptic efficacy relative to the baseline. For the
PPR experiments, two EPSPs were evoked for 30 s at the baseline fre-
quency, at the beginning of the baseline recording (40 ms apart), and
again 30min after the end of the pairing protocol. The PPR was
expressed as the slope of the second EPSP divided by the slope of the first
EPSP. A CV analysis was conducted on the EPSP slopes (Rodriguez-
Moreno and Paulsen, 2008).

The noise-free CV of the EPSP slopes was calculated as follows:

CV = /a*(EPSP) — ¢”(noise)/EPSP slope,

where UZ(EPSP) and a'z(m,ise) are the variance of the EPSP and baseline,
respectively. The plot compares the variation in the mean EPSP slope
(M) to the change in response variance of the EPSP slope (1/CV?). A
comprehensive explanation can be found in Brock et al. (2020). Graphs
were obtained using SigmaPlot 11.0.

Statistical analysis. For any comparisons between two groups a
Mann-Whitney U test or Wilcoxon signed-rank test was used, as appro-
priate. For multiple comparisons to the same control, a Kruskal-Wallis
test was used. The data are expressed as mean = SEM, and p values
<0.05 were considered significant, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Results

t-LTD is induced in juvenile but not in young adult mice

We first confirmed that pairing presynaptic stimulation with sin-
gle postsynaptic spikes at low frequency induces t-LTD at L4-
L2/3 synapses. In slices prepared from the mouse barrel cortex at
P13-27, the EPSPs evoked by extracellular stimulation of L4
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axons were monitored by whole-cell recording of L2/3 py-
ramidal cells, as described previously (Rodriguez-Moreno
and Paulsen, 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2011, 2013;
Fig. 1A,B). Accordingly, t-LTD was induced in current-
clamp mode using 100 pairings of single EPSPs and single
postsynaptic spikes at 0.2 Hz. A post-before-pre pairing proto-
col (post-pre protocol), with a postsynaptic spike occurring
~18ms before the presynaptic stimulation, induced robust t-
LTD (68 = 5%, n=8), whereas an unpaired control pathway
remained unchanged (101 * 6%, n=38; Fig. 1B,C). We studied
the age profile of this form of t-LTD, confirming that t-LTD
can be induced until P27 (63 = 4% at P13-19, n=6; 68 * 8% at
P20-27, n=6; Fig. 1D,E), as reported previously (Banerjee et
al., 2009), disappearing at the end of the fourth week and dur-
ing the fifth week of development (104 * 7% at P28-37,
n=7; Fig. 1D,E). Changes in the timing between presynaptic
and postsynaptic activity during maturation could provoke
the loss of plasticity during development. We tested this hy-
pothesis using two additional time gaps between presynaptic
and postsynaptic activity as a protocol to induce t-LTD, —25
and —10ms. As occurred with a —18 ms gap, strong t-LTD
was observed at P13-27 with both a —25 and —10 ms post-
pre pairing (71 £ 3%, n=6, and 71 £ 5%, n =38, respectively),
whereas t-LTD was lost at P28-37 in both cases (95 * 3%,
n=7,and 103 * 8%, n=7; Fig. 1F,G). Hence, this form of t-
LTD seems to be related to a specific developmental period
as it cannot be induced after that, even with different spike-
timing intervals.

The developmental loss of t-LTD involves enhanced inhibition
mediated by the activation of adenosine A, type receptors
GABAergic inhibition is an important regulator of plasticity
(Paulsen and Moser, 1998), and it augments as development
proceeds (Banks et al, 2002). Thus, GABAergic inhibition is
involved in the developmental changes in LTP induction in the
hippocampus (Meredith et al., 2003) and auditory cortex (Chun
et al,, 2013), and it may mediate closure of the t-LTD window in
the visual cortex (Hensch, 2005). To assess whether enhanced
GABAergic inhibition could account for the developmental loss
of t-LTD, we repeated the t-LTD experiments at P28-37 in the
presence of the GABA, receptor antagonist bicuculline (10 pm)
or the GABAGg receptor antagonist SHC50911 (20 pum). We found
that t-LTD was still lost under these experimental conditions
(bicuculline 92 = 8%, n=7; SHC50911 120 * 6%, n="7; Fig. 24,
B), indicating that enhanced GABAergic inhibition does not
induce t-LTD loss at L4-L2/3 synapses at the end of the fourth
week of development. Similarly, the presence of bicuculline
(10 pm) or SHC50911 (20 pm) did not affect t-LTD at P13-27
(bicuculline 72 * 5%, n=6; SHC50911 79 = 6%, n=8, vs 63 *
4%, n =9, in untreated slices; Fig. 2C,D).

Adenosine participates in the gating of synaptic plasticity
in the adult hippocampus (Arai et al., 1990; de Mendonga
and Ribeiro, 1994; Rex et al., 2005; zur Nedden et al., 2011).
Moreover, it has been reported that the concentration of extracel-
lular adenosine increases during development (Sebastido et al.,
2000; Rex et al., 2005; Kerr et al., 2013) and that this increase in
adenosine may affect synaptic efficacy and t-LTD. In the hippo-
campus, it was recently found that adenosine activating presynap-
tic AjRs closes the windows of plasticity at CA3-CAl synapses
(Pérez-Rodriguez et al., 2019). To determine whether enhanced
inhibition mediated by A;R activation occurs as the somatosen-
sory cortex matures, we assessed the effect of the A;R antagonist
8-CPT (2 pm) on the EPSP slope at P13-27 and P28-37. This
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Figure 1.  Input-specific spike timing-dependent LTD at L4-L2/3 synapses of the somato-

sensory cortex is present at P13—27 but not at P28-37. A, Left, Scheme showing the general
experimental setup, R, Recording electrode; S1, S2, stimulating electrodes. Right, Pairing pro-
tocol used (At, time between EPSP onset and peak of spike). B, A post-pre-single-spike pair-
ing protocol induced t-LTD. The EPSP slopes monitored in the paired (black triangles) and
unpaired pathway (open circles) are shown. Traces show the EPSP before (1) and 30 min af-
ter (2) pairing. Depression was only observed in the paired pathway. ¢, Summary of the
results. The t-LTD is evident during the second and third week of development, but it disap-
pears during the fourth week. D, The EPSP slopes monitored at P13—-19 (black triangles),
P20-27 (red triangles), and P28-37 (gray circles) are shown. Traces show the EPSP before
(1) and 30min after (2) pairing. E, Summary of the results. F, The loss of t-LTD is not
because of a shift in the coincidence time window to induce t-LTD. Using timings between
presynaptic and postsynaptic activity to induce t-LTD that were shorter and longer than
—18ms (—10 and —25ms), t-LTD is evident at P13—27 and lost at P28—37. The EPSP
slopes monitored at P13—27 (black and red triangles) and P28—-37 (gray and blue circles) are
shown. Traces show the EPSP before (1) and 30 min after (2) pairing. G, Summary of the
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antagonist produced a small increase in the EPSP slope at P13-27
(114 = 5%, n=6) and a robust effect at P28-37 (153 * 8%, n=6;
Fig. 2E), indicating that A;R activation enhances inhibition as de-
velopment proceeds. By activating presynaptic A;Rs, adenosine
exerts a potent inhibitory effect on glutamatergic synaptic trans-
mission (Dunwiddie and Masino, 2001). Thus, the loss of t-LTD
at P28-37 might be because of stronger inhibition of glutamate
release mediated by presynaptic A;R activation, as recently
described in the hippocampus (Pérez-Rodriguez et al., 2019). To
test this, we confirmed that the effects observed were mediated by
presynaptic A;Rs by analyzing the PPR in cortical slices treated
with 8-CPT (2 pm). A decrease in the PPR was observed at both
P13-27 (from 1.89 * 0.16 at baseline to 1.4 * 0.14 in the presence
of 8-CPT, n=6) and P28-37 (2.01 * 0.21% baseline, 1.44 * 0.12
8-CPT, n=6; Fig. 2F), indicative of a presynaptic effect. We then
determined whether this increase in A;R-mediated inhibition dur-
ing development affected t-LTD, studying slices from P28-37
mice that lack t-LTD. A post-before pre protocol induced t-LTD
in slices exposed to 8-CPT (2 pm; 80 = 7% vs 106 * 6% in inter-
leaved control slices, n = 8; Fig. 2A,B), indicating that the lack of t-
LTD observed was provoked by enhanced inhibition mediated by
AR activation. In the presence of 8-CPT (2 pum), t-LTD was not
affected at P13-27 (63 = 4%, n=9, in the presence and 61 * 7%,
n=7, in the absence of 8-CPT; Fig. 2C,D) and, hence, the activa-
tion of presynaptic A;Rs by adenosine appears to dampen gluta-
mate release and prevent the induction of t-LTD.

AR activation at P13-P27 closes the window of plasticity

If the increase in the concentration of extracellular adenosine as
development proceeds more strongly activates presynaptic A;Rs
at L4-L2/3 synapses, provoking the loss of t-LTD at P28-37, it
should be possible to close the window of plasticity earlier by
prematurely enhancing AR activation (e.g., at P13-27 when
t-LTD 1is robust). Indeed, the induction of t-LTD was in fact
impaired when slices from P13-27 animals were maintained for
1 h in the presence of the AR agonist (2R,3R,4S,5R)—2-(6-
(cyclopentylamino)-9H-purin-9-yl) —5-(hydroxymethyl) tetrahy-
drofuran-3,4-diol, CPA, 30 nm (96 * 5%, n=11, vs 59 * 6%,
n=7, in interleaved untreated slices; Fig. 2G,H). Hence, presyn-
aptic AR inhibition during development appears to be crucial
for the plastic properties of these synapses.

The developmental loss of t-LTD requires astrocyte signaling to
produce an increase in adenosine levels

The role of adenosine in activating presynaptic A;Rs and driving
the developmental loss of t-LTD in the somatosensory cortex
raises interest in the source of this nucleoside. It is known that
equilibrative nucleoside transporters can stimulate adenosine
release from neurons and that an important part of the adeno-
sine released in the nervous system arises from extracellular me-
tabolism of the ATP released by astrocytes (Dunwiddie and
Masino, 2001; Wall and Dale, 2013). Astrocyte activation may
provoke the release of glutamate (Min and Nevian, 2012) and
other gliotransmitters, such as D-Serine (Andrade-Talavera et
al., 2016), as well as that of ATP or adenosine (Araque et al.,
2014). We investigated the possible involvement of astrocytes in
the release of adenosine that activates presynaptic A;Rs and in
the subsequent loss of t-LTD during development at 14-12/3
synapses of the barrel cortex. If ATP/adenosine released by

«—

results. Error bars indicate SEM, and the number of slices is shown in parentheses. Mann—
Whitney U test, *p < 0.05, **p << 0.01, ***p < 0.001.
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Figure 2. The developmental loss of t-LTD involves an increase in the inhibition of A1-

type receptor activation by adenosine. A, The loss of t-LTD is because of the activation of
A1Rs and not the activation of GABA, or GABAg receptors. The t-LTD lost at P28—37 was not
recovered in the presence of bicuculline (red squares) or SCH50911 (gray triangles), whereas
the LTD lost is recovered completely in the presence of the ATR antagonist 8-CPT (blue trian-
gles). Inset, The EPSP before (1) and 30 min after (2) postpairing/prepairing in control condi-
tions (black circles) and in the presence of bicuculline (10 zm, red squares), SCH50911 (20
v, gray triangles), or 8-CPT (2 um, blue triangles). B, Summary of the results. €, At P13—
27, t-LTD does not require the activation of A;Rs, GABA,, or GABAg receptors. The addition of
8-CPT (2 pum, blue triangles), bicuculline (10 zum, red triangles), or SCH50911 (20 wm, gray
triangles) to the superfusion solution does not prevent t-LTD induction (black triangles).
Insets, The EPSP before (1) and 30 min after (2) postpairing/prepairing. D, Summary of the
results. Presynaptic A1R-mediated inhibition increases with maturation. E, The 8-CPT affects
the evoked EPSP slope distinctly at P13—-27 (black squares) and P28-37 (red squares). F,
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astrocytes, possibly as a result of astrocyte activation, is involved
in this loss of t-LTD during development, and this ATP/adeno-
sine is released in vesicles, impeding vesicle release by astrocytes
should prevent the effects of adenosine and favor the mainte-
nance of t-LTD. Indeed, when individual astrocytes from P28-37
mice were loaded with the Ca®" chelator BAPTA (20 mwm) via
the patch pipette to inhibit vesicle and Ca®"-dependent glio-
transmitter release, t-LTD was recovered (74 = 6%, n=38, vs
106 = 5%, n=38; Fig. 3A,B,C). However, this recovery of t-
LTD was impeded when the BAPTA-loaded astrocytes were
exposed to the A;R agonist CPA (100 * 5%, n =8; Fig. 3B,
(). In addition, we tested the effect of CPA (30 nm) on basal
synaptic transmission at P13-27 and P28-37, demonstrat-
ing that CPA affected the EPSP slope similarly at both
stages of maturation (39 * 6% at P13-27 and 44 *= 6% at
P28-37, n=5). Together, these results indicate that astro-
cytes and adenosine, or its precursor ATP, were responsible
for the loss of t-LTD at P28-37.

To gain more insight into the role of astrocytes in the possible
release of the ATP/adenosine that affects presynaptic glutamate
release, we performed dual recordings in astrocytes and neigh-
boring pyramidal neurons, monitoring the time course of the
EPSP slope evoked by basal stimulation at 0.2 Hz at P13-27 and
P28-37. At P13-27, direct stimulation of astrocytes (depolariza-
tion from —80mV to 0mV at 0.4Hz for 10 min) produced a
clear decrease in the eEPSP slope (71 = 6%, n=7; Fig. 3D,E),
which was not evident in the presence of 8-CPT (2 pm; 99 * 7%,
n="7; Fig. 3D,E). A decrease in the EPSP slope was also observed
at P28-37 when astrocytes were stimulated (78 = 4%, n=7; Fig.
3G,H), and again, astrocyte stimulation did not affect EPSP slope
in the presence of 8-CPT (98 = 4%, n=7; Fig. 3G,H). We also
found a clear increase in PPRs after astrocyte stimulation at P13—
27 (from 1.20 = 0.14 at baseline to 1.70 = 0.15, n=6; Fig. 3F)
and P28-37 (from 1.50 = 0.25 at baseline to 1.90 = 0.35, n=6;
Fig. 3I), indicating a presynaptic mechanism for this decrease in
the EPSP slope. Together, these results indicate that the release
of ATP/adenosine after astrocyte stimulation altered the proba-
bility of glutamate release through the activation of presynaptic
AjRs, influencing the loss of t-LTD during development and
closing the window of plasticity at L4-L2/3 synapses.

A switch from t-LTD to t-LTP at P38-60

A switch from t-LTD to t-LTP has been recently described in the
hippocampus after t-LTD loss (Falcon-Moya et al., 2020), and,
thus, we assessed whether a similar switch operates in the soma-
tosensory cortex at L4-L2/3 synapses. We studied these synapses
at older ages using a post-pre protocol, with a postsynaptic
spike arising ~18 ms before the presynaptic stimulation
was applied. A robust t-LTD was induced at P13-27 with
this protocol, yet there was no plasticity at P28-37, whereas
robust t-LTP was provoked when the protocol was applied
at P38-60 (139 * 4%, n=6, vs 102 = 5%, n==6, in the

«—

Effect of 8-CPT on the PPR. Note that 8-CPT produces a decrease in the PPR at P13-27 and
P28-37. An increase in A1R mediated-inhibition closes the window of plasticity for t-LTD at
P13-27. G, Activation of A1Rs at P13—-27 by the agonist CPA prevented the induction of t-
LTD. The evoked EPSP slopes monitored in control slices (black triangles) and in slices treated
with the A;R agonist CPA (30 nw, red squares) following a postpairing/prepairing are shown.
The traces show the EPSP before (1) and 30 min after (2) pairing in control slices, and in sli-
ces treated with CPA. H, Summary of the results. Error bars indicate SEM, and the number of
slices is shown in parentheses. Kruskal-Wallis test (B, D), Wilcoxon signed-rank test (F), and
Mann—Whitney U test (H); *p < 0.05, **p < 0.01.
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Figure 3. The adenosine involved in preventing t-LTD at P28-37 comes from astrocytes.

Astrocytes are required for the loss of t-LTD with maturation. 4, Left, Scheme showing the general
experimental setup: R1, R2, Recording electrodes; S1, S2, stimulating electrodes; Pyr, pyramidal
neuron; A, astrocyte, Right, Voltage responses of an astrocyte shown in current dlamp. B, In astro-
cyte-neuron dual recordings with the astrocyte loaded with the calcium chelator BAPTA (20 mw)
via the recording pipette (aBAPTA), a postpairing/prepairing protocol induces t-LTD (red triangles)
yet not in control conditions (no aBAPTA, black circles). The presence of CPA (30 nw) impaired the
t-LTD observed with aBAPTA (gray squares). The traces show the EPSP before (1) and 30 min after
pairing (2). G, Summary of the results. D-I, Astrocyte stimulation affects the EPSP slope in neigh-
boring pyramidal neurons at L4-L2/3 synapses. Performing dual recordings in astrocytes and
neighboring pyramidal neurons, and monitoring the slope of EPSP evoked by basal stimulation at
0.2 Hz at P13-27 and P28-37 indicated a dlear decrease in the slope of the eEPSP when the
astrocyte was directly stimulated at P13—-27 (depolarized from —80mV to OmV at 0.4 Hz for
10 min; D, E). An increase in PPR was observed after astrocyte stimulation (F). In slices treated
with 8-CPT (2 um), astrocyte stimulation did not affect the EPSP slope (D, E). At P28-37, a
decrease in the EPSP slope was also observed in untreated slices, whereas in the presence of 8-
(PT, no effect on the EPSP slope was again observed after stimulation of the astrocyte (G, H). In
the untreated slices an increase in PPR was observed after astrocyte stimulation (/). Error bars indi-
cate SEM, and the number of slices is shown in parentheses. Kruskal-Wallis test (C), Mann—
Whitney U test (E, H), and Wilcoxon signed-rank test (F, I); *p << 0.05, **p < 0.01.
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Figure 4.  The presynaptic t-LTD at P13—-27 in the somatosensory cortex switches to t-LTP
at P38-60. A, A postprotocol/preprotocol induces t-LTP at P38-60. The EPSP slopes moni-
tored in paired (black triangles) and unpaired pathways (white circles) are shown. The traces
show the EPSP before (1) and 30 min after (2) applying the induction protocol in the paired
pathway, only the paired pathway showed t-LTP. B, Summary of the results. C, A postpairing
before prepairing protocol at P38—60 induces t-LTP for At = —18 ms (black triangles) and
At = —10ms (red triangles). D, Summary of results. £, t-LTP induced by a postprotocol/pre-
protocol at P38-60 is expressed presynaptically. PPR decreases after t-LTP, sample traces at
baseline and 30 min after the induction of t-LTP. F, A normalized plot of CV — 2 versus
mean EPSP slope yields data points mainly above the diagonal after induction of t-LTP. Error
bars indicate SEM, and the number of slices is shown in parentheses. Mann—Whitney U test
(B, D) and Wilcoxon signed-rank test (E); ***p << 0.001, *p << 0.05.

unpaired pathway; Fig. 4A,B). Hence, there appears to be a
switch from t-LTD to t-LTP at L4-2/3 synapses of somato-
sensory cortex during development. To determine whether
the switch observed also occurred with other time intervals
between spikes, we performed experiments using a —10 ms
gap. A switch to t-LTP was also observed at —10 ms (post-
pre protocol 136 * 6%, n=6; Fig. 4C,D) as occurred at
—18ms (134 = 5%, n=7; Fig. 4C,D), indicating the switch
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from t-LTD to t-LTP is common to at least two different
spike time intervals (—18 and —10 ms).

Presynaptic expression of t-LTP

Although t-LTD is known to be presynaptically expressed at S1
L4-12/3 synapses (Bender et al, 2006; Nevian and Sakmann,
2006; Brasier and Feldman, 2008; Rodriguez-Moreno and
Paulsen, 2008; Rodriguez-Moreno et al., 2011; but see Carter
and Jahr, 2016), we confirmed that here by analyzing the
paired-pulse facilitation ratio and CV. First, we analyzed the
PPRs at baseline and 30 min after the pairing protocol was
applied, identifying a significant decrease in the PPR after t-
LTP (from 1.55 * 0.15 at baseline to 1.16 * 0.11, n=9; Fig.
4E) that was indicative of a presynaptic change. Second, we
estimated the noise-subtracted CV of the synaptic responses
before and after t-LTP induction. A plot of CV 2 versus the
change in the mean evoked EPSP slope (M) before and after t-
LTP mainly yielded points above the diagonal line, consistent
with a presynaptic modification of release parameters (Brock
et al., 2020; Fig. 4F). Together, these data suggest an increase
in the probability of neurotransmitter release in the paired
pathway, and they are indicative of a presynaptic locus for this
form of t-LTP.

Presynaptic t-LTP requires NMDARs and mGIuRs

The t-LTD detected in juveniles (P13-27) requires NMDARs
(Bender et al., 2006; Nevian and Sakmann, 2006; Brasier and
Feldman, 2008; Rodriguez-Moreno and Paulsen, 2008; Banerjee
et al., 2009, 2014; Rodriguez-Moreno et al., 2011), and, indeed,
the presynaptic form of t-LTP that appears at P38-60 was pre-
vented in the presence of p-AP5 (50 pum; 106 = 10%, n=7) or
MK-801 (500 pm; 87 £ 7%, n = 6) relative to the interleaved con-
trols (141 * 5%, n=9; Fig. 5A,B). Hence, the t-LTP induced by a
post-pre protocol at P38-60 does require NMDARs. Because
mGluRs have been implicated in plasticity and LTP in different
regions and at distinct synapses (Anwyl, 2009), we tested
whether the presynaptic t-LTP at L4-12/3 synapses also required
mGluRs. Indeed, t-LTP was completely blocked by exposure to
the broad-spectrum mGluR antagonist LY341495 (100 pm, 94 =
10%; n = 6; Fig. 5C,D) and by treating the slices with the mGluR1
antagonist LY367385 (100 pm; 113 * 8%, n=7), relative to inter-
leaved slices for the two experimental conditions pooled together
(146 = 5%, n=7; Fig. 5C,D), indicating this t-LTP required
mGluR1s. To determine whether these mGluRs are postsynaptic,
we repeated the experiments with the postsynaptic neuron
loaded with GDP3S to prevent G-protein mediated signaling, a
situation that prevented the induction of t-LTP (101 * 10%,
n=8, vs 137 = 4%, n=7, in interleaved control slices with no
GDPgS loaded into the postsynaptic cells; Fig. 5E,F). Hence,
mGIlulR, possibly located in postsynaptic neurons, seems to be
necessary for t-LTP induction.

Presynaptic t-LTP requires postsynaptic Ca’" and NO

Both t-LTP and t-LTD appear to require postsynaptic Ca>" at
neocortical (Bender et al., 2006; Nevian and Sakmann, 2006;
Rodriguez-Moreno et al, 2013) and hippocampal synapses
(Andrade-Talavera et al., 2016; Falcon-Moya et al., 2020;
Mateos-Aparicio and Rodriguez-Moreno, 2020), which led
us to assess whether the presynaptic t-LTP at cortical L4-
L2/3 synapses also requires postsynaptic Ca’". When we
loaded the postsynaptic neuron with the calcium chelator
BAPTA (20 mm), t-LTP was not induced (101 = 6%, n=6;
Fig. 6A,B), demonstrating that postsynaptic calcium was
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vented t-LTP induction. The EPSP slope is shown in p-AP5-treated (red squares), MK-801-
treated (gray squares), and untreated cells (black triangles). The traces show the EPSP before
(1) and 30 min after (2) pairing. B, Summary of the results. C, The t-LTP requires mGluR. The
EPSP slopes monitored in control slices (black triangles) and in slices treated with the mGIuR
antagonist LY341495 (100 um, red squares) or the mGIuR1 antagonist LY367385 (100 wum,
gray squares) are shown following postpairing before prepairing. The traces show the EPSP
before (1) and 30 min after (2) pairing. D, Summary of the results. E, The t-LTP requires acti-
vation of postsynaptic mGluRs. Time course of t-LTP induction in control conditions (black tri-
angles) and with the postsynaptic neuron (red squares) loaded with GDPBS (1 mm). Inset,
Traces show the EPSP before (1) and 30 min after pairing (2) in control slices or when the
postsynaptic neurons are loaded with GDP 3 S. F, Summary of the results. Error bars indicate
SEM, and the number of slices is shown in parentheses. Kruskal-Wallis test (B, D) and
Mann—Whitney U (F); *p << 0.05, **p < 0.01, ***p << 0.001.

required for t-LTP. As L-type Ca’" channels have been
implicated in plasticity in the cortex (Bender et al., 2006;
Nevian and Sakmann, 2006), we evaluated whether they
were involved in t-LTP by performing the pairing protocol
after bath application of the L-type Ca®" channel blocker
nimodipine (10 pm). In these conditions t-LTP was prevented
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Figure 6. Postsynaptic calcium and NO are required for t-LTP. 4, t-LTP is prevented by

loading BAPTA (20 mw), nimodipine (10 1um), and thapsigargin (10 wm) into the postsynaptic
recording pipette. The EPSP slopes shown were monitored in control slices (black triangles)
and in slices treated with BAPTA (red squares), nimodipine (gray squares), or thapsigargin
(blue squares). The traces show the EPSP before (1) and 30min after (2) pairing. B,
Summary of the results. C, Time course of the effect of postpairing before prepairing in con-
trol conditions (black triangles) and loading cPTIO (100 wm, red squares) or L-NAME
(100 v, gray squares) into the postsynaptic neuron. Insets, The traces show the EPSPs
before (1) and 30 min after pairing (2). D, Summary of the results. Error bars indicate SEM,
and the number of slices is shown in parentheses. NO is not necessary for t-LTD at P13—P27.
E, The EPSP slopes monitored in control conditions (black triangles) and in the presence of L-
NAME (100 zum, red triangles) are shown. Traces show the EPSP before (1) and 30 min after
(2) pairing for each condition. F, Summary of the results. Error bars indicate SEM, and the
number of slices is shown in parentheses. Kruskal-Wallis test, *p << 0.05.

(111 = 7%, n=7), as it was when nimodipine was loaded into
the postsynaptic neuron (103 * 10%, n=7; Fig. 6A,B), indi-
cating that like presynaptic t-LTD, this presynaptic t-LTP
requires calcium flux through L-type calcium channels into
the postsynaptic neuron. In addition, the release of Ca®" from
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intracellular stores is thought to be required for plasticity at
cortical and hippocampal synapses (Bender et al., 2006;
Nevian and Sakmann, 2006; Andrade-Talavera et al., 2016;
Falcon-Moya et al., 2020). Indeed, when we assessed this pos-
sibility, t-LTP was prevented when the post-pre protocol was
applied at P38-60 after depleting intracellular Ca** stores
by loading the postsynaptic neuron with thapsigargin (10 pm;
104 = 11%, n=7, vs interleaved controls, 144 * 6%, n =9; Fig.
6A,B). Hence, Ca®" release from intracellular stores is required for
t-LTP.

It was recently demonstrated that NO from the postsynaptic
neuron is necessary to induce presynaptic t-LTP in the hippo-
campus (Falcon-Moya et al., 2020). NO has been identified as a
retrograde signal implicated in presynaptic LTP (Castillo, 2012;
Pigott and Garthwaite, 2016; Padamsey et al., 2017), and there is
evidence that calcium influx through L-type calcium channels
could participate in NO synthesis and/or its release from postsy-
naptic neurons (Parpura and Zorec, 2010; Castillo, 2012). The
induction of presynaptic t-LTP was prevented when the NO
scavenger cPTIO (100 pm; 93 £ 12%, n=6) or the NO syn-
thase inhibitor L-NAME (100 pwm; 87 = 7%, n=6) was loaded
into the postsynaptic neuron, relative to the presynaptic t-
LTP in interleaved controls (136 * 8%, n=6; Fig. 6C,D).
Interestingly, L-NAME had no effect on t-LTD when added
to the bath at P13-27 (67 = 8%, n=6, vs 66 = 6%, n=6, in
interleaved controls; Fig. 6E,F). Together, these results indi-
cate that NO produced and released by the postsynaptic neu-
ron is required specifically for t-LTP.

Presynaptic t-LTP involves astrocytic signaling
Astrocytes are implicated in t-LTD at the synapses studied here
(Min and Nevian, 2012; Rodriguez-Moreno et al.,, 2013), and
they participate in closing the window of plasticity as the hippo-
campus matures. Thus, we assessed whether astrocyte activation
is also necessary to induce the presynaptic form of t-LTP that
appears after P38. When individual astrocytes in slices from
P38-60 mice were loaded with the Ca?>* chelator BAPTA (20
mm) through the patch pipette to inhibit vesicle and Ca®"-de-
pendent gliotransmitter release (Pascual et al., 2005), no t-LTP
was observed at proximal (50-100 pm) L4-L2/3 synapses (105 =
9%, n=9; Fig. 7A,B). Moreover, this phenomenon was assessed
in P38-60 dn-SNARE mutant mice in which vesicular gliotrans-
mitter release is blocked (Pascual et al., 2005; Sardinha et al.,
2017). In slices from dn-SNARE mice, the basal activity of L4-
L2/3 synapses was slightly stronger (23 = 8%, n=7) because of
the lack of ATP/adenosine tonic inhibition, and less intense stim-
ulation was necessary to obtain the same amplitude EPSP as in
slices from WT mice, as reported previously in other regions
(Pascual et al., 2005; Sardinha et al., 2017). In these mutant mice,
the typical t-LTP observed at P38-60 in WT L4-L2/3 synapses
(148 = 7%, n=9) was not evident (83 = 5%, n=7; Fig. 7A,B).
Together, these results indicate that astrocytes are required for t-
LTP induction and for the switch from t-LTD to t-LTP.
Enhanced inhibition of presynaptic release mediated by the
activation of A;Rs is involved in t-LTP. Having demonstrated
that presynaptic A;R activation is responsible for the loss of t-
LTD at P28-37, we found that the antagonist of A;Rs (8-CPT)
also fully impaired t-LTP (68 = 6%, n=6, vs 140 = 3%, n=6,
in interleaved control slices; Fig. 7C,D). Although 8-CPT did
not affect t-LTD at P13-27 (Fig. 2C,D), it did still recover the lost
t-LTD at P28-37 (Fig. 2A,B). When the EPSP slope was meas-
ured in the presence of this A;R antagonist, 8-CPT had a stron-
ger effect at P28-37 than at P13-27 (Fig. 2E,F). If extracellular
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Figure 7.  The involvement of astroglial adenosine in t-LTP. A, Astrocytes are required for
t-LTP. Time course of t-LTP induction in control conditions (black triangles), and of the loss
of t-LTP in BAPTA-treated astrocytes (20 mw, red squares) or in dnSNARE mutant mice (gray
circles). The traces show the EPSP before (1) and 30 min after pairing (2). B, Summary of the
results. €, Time course of t-LTP induction in control conditions (black triangles) and of the
loss of t-LTP in 8-CPT-treated slices (2 um, red triangles). The traces show the EPSP before
(1) and 30 min after pairing (2). D, Summary of the results. E, 8-CPT increases the evoked
EPSP slope at P13-27 (black squares), P28-37 (dark gray squares), and P38-60 (light gray
squares) in WT but not in dn-SNARE mice (P13-27, red squares; P28-37, dark red squares;
P38-60, light red squares). F, Summary of the results. G, An increase in presynaptic ATR
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adenosine levels continue to increase as development proceeds, a
stronger effect on presynaptic A;Rs would be expected at P38-
60. Indeed, the EPSP slope increased more in the presence of 8-
CPT at this later age (P38-60 218 % 10%, n=7) than at P13-27
(117 = 4%, n=7) or P28-37 (150 = 8%, n=6; Fig. 7E,F).
These results indicate that presynaptic A;R mediated inhi-
bition increases with maturation. We also studied the effect
of 8-CPT in dn-SNARE mice to determine whether the
ATP/adenosine that activates A;Rs originates from astro-
cytes, and we found that 8-CPT had practically no effect on
the EPSP slope in these mice at any of the ages studied
(P13-27 115 * 6%, P28-37, n=8; 112 £ 9%, n=38; and
P38-60 115 * 12%, n=6. Fig. 7E,F).

AR activation at P13-27 converts t-LTD into t-LTP. If
extracellular adenosine concentrations increase during develop-
ment and more strongly activate presynaptic A;R at 1L4-L2/3
cortical synapses, dampening the glutamate release and media-
ting a switch from t-LTD to t-LTP at P38-60, it might be possible
to convert t-LTD to t-LTP earlier in the development by enhanc-
ing AR activation (e.g., at P13-27 when t-LTD is robust or
at P28-37 when t-LTD is lost). We previously demonstrated that
CPA (30 nm) cannot convert t-LTD into t-LTP, but rather it pre-
vents t-LTD induction at P13-27 (Fig. 2E,F). However, increas-
ing the concentration of CPA to 60 nm converted t-LTD into
t-LTP at P13-27 (from 65 * 4%, n=38, to 125 * 7%, n=10; Fig.
7G,H). These results were consistent with a primary involvement
of A;Rs in the switch from t-LTD to t-LTP associated with
maturation, and they suggest that the adenosine activating A;Rs
might be released by astrocytes. As such, presynaptic adenosine
activated presynaptic A;Rs, an effect that was enhanced as the
brain matures.

Adenosine and glutamate are required for t-LTP

It might be expected that if ATP/adenosine was the only glio-
transmitter mediating the switch from t-LTD to t-LTP, the A;R
agonist CPA should be able to recover t-LTP at P38-60 in
dn-SNARE mice when no t-LTP would otherwise be observed.
However, t-LTP was not recovered by CPA in these conditions
(105 = 8%, n=6,vs 149 = 7%, n="9, in control slices; Fig. 8A,B),
suggesting that another gliotransmitter released by astrocytes or
just after astrocyte activation might also be involved. We tested
whether glutamate may also be required to induce presynaptic t-
LTP at P38-60 by applying glutamate puffs. When we tested this
in slices from dn-SNARE mice maintained in the presence of
CPA, the glutamate puffs applied partially recovered the t-LTP
(122 = 6%, n=6; Fig. 8A,B), indicating that the ATP/adenosine
and glutamate, probably released as gliotransmitters by astro-
cytes, seem to be necessary for the induction of presynaptic t-
LTP.

Finally, to define the signal that might stimulate astrocytes
to release gliotransmitters and mediate this form of LTP, we
evaluated the role of NO, the release of which from the postsy-
naptic neuron is necessary for t-LTP. NO was previously shown
to increase the calcium that enters and stimulates astrocytes
(Matyash et al.,, 2001), raising the possibility that NO could

«—

mediated inhibition converts t-LTD at P13—27 in t-LTP. When A1Rs are activated by CPA (60
nm) at P13-27, a post-pre protocol induced t-LTP. The EPSP slopes monitored in the control
condition (black triangles) and in the presence of bath-applied CPA (red triangles) are shown.
The traces show the EPSP before (1) and 30 min after (2) pairing. H, Summary of results.
Error bars indicate SEM, and the number of slices is shown in parentheses. Kruskal-Wallis
test (B) and Mann—Whitney test (D, F, H); *p << 0.05, ***p < 0.001.
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Figure 8. Astroglial glutamate involvement in t-LTP. A, The release of glutamate and adeno-
sine by astrocytes is necessary for presynaptic t-LTP induction. Time course of the effect of postpair-
ing before prepairing in control conditions (black triangles), in dn-SNARE slices (red circles), in slices
from dn-SNARE mice exposed to CPA (60 nw, gray squares), or in slices from dn-SNARE mice
exposed to CPA and glutamate puffs (100 wu, blue triangles). Insets, The traces show the EPSPs
before (1) and 30 min after pairing (2). B, Summary of the results. NO is necessary for astrocyte
release of gliotransmitter(s) and t-LTP induction. C, t-LTP is prevented by loading CPTIO (100 zum)
into the astrocyte via the recording pipette but not by loading L-NAME (100 zcm). When L-NAME
is loaded into the postsynaptic neuron and NO donor (DETA-NONOate, 5 mw) added in forms of
puffs over astrocytes, t-LTP is partially recovered. The EPSP slopes monitored are shown in paired
control slices (black triangles) and in slices treated with aCPTIO (red squares), aL.-NAME (gray trian-
gles) and pL-NAME + DETA-NONOate (blue triangles). The traces show the EPSP before (1) and
30 min after (2) pairing. D, Summary of the results. Error bars indicate SEM, and the number of sli-
ces is shown in parentheses. The NO donor, DETA-NONOate, does not affect t-LTD at P13-27. E,
The EPSP slopes monitored in control conditions (black triangles) and in slices exposed to DETA-
NONOate (5 mw, red triangles) are shown. Traces show the EPSP before (1) and 30 min after (2)
pairing. F, Summary of the results. Error bars indicate SEM, and the number of slices is shown in
parentheses. Kruskal-Wallis test (B, D); * p << 0.05, *** p << 0.001.
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activate or interact with astrocytes to release ATP/adenosine
and/or glutamate in our conditions. Interestingly, t-LTP induc-
tion was prevented by loading astrocytes with the NO scavenger
cPTIO (96 = 10%, n=6) but not when they were loaded with
L-NAME (aL-NAME 135 * 9%, n=6, vs untreated control
slices 137 *= 4%, n=7; Fig. 8C,D). In addition, when t-LTP
induction was prevented by loading the postsynaptic neuron
with L-NAME, pulffs of the NO donor DETA NONOate (5 mm)
on astrocytes recovered t-LTP (122 *= 6%, n=6; Fig. 8C,D),
although DETA-NONOate did not affect t-LTD at P13-27
(DETA-NONOate 64 *+ 6%, n=6, vs untreated control slices
70 * 5%, n=6; Fig. 8E,F). Hence, the NO that participated in
this form of t-LTP was not synthetized by astrocytes, but rather
it originated in the postsynaptic neuron.

Discussion

Loss of t-LTD by the end of the fourth week of postnatal
development

Using a postprotocol/preprotocol, with a —18 ms gap between
the presynaptic and postsynaptic activity, presynaptically
expressed t-LTD was observed at L4-2/3 synapses from P13
to 27 (Fig. 9A) that disappears at ~P27, as detected previously
(Banerjee et al., 2009). This is also consistent with previous
studies showing that the capacity for synaptic depression at
cortical synapses and in the hippocampus declines with age
(Bear and Abraham, 1996; Corlew et al., 2007; Banerjee et al.,
2009; Rodriguez-Moreno et al., 2013; Andrade-Talavera et al.,
2016; Pérez-Rodriguez et al., 2019). There was a loss of t-LTD
with two additional time gaps between presynaptic and post-
synaptic activity to induce t-LTD (—25 and —10ms), with
t-LTD disappearing at P28-37. We did not check other
intervals but these results are indicative that a shift in the
time windows does not mediate the loss of t-LTD associated
with maturation. These results extend the developmental loss
of t-LTD observed in other brain regions like the visual cor-
tex and hippocampus to the somatosensory cortex. Whether
this a general phenomenon requires studying other brain
regions and synapses.

Adenosine A type receptors mediate the enhanced inhibition
that is responsible for the loss of plasticity during development
We show that enhanced inhibition is required to close the win-
dow of plasticity. This enhanced inhibition is not mediated by
GABA, receptor activation, as in the visual cortex (Hensch,
2004, 2005) where astrocytes were recently implicated in closing
the critical period of plasticity (Ribot et al., 2021). Likewise,
GABAg receptors do not appear to be involved in this shift (this
study) because the loss of t-LTD at the end of the fourth week of
development is not affected by the presence of GABA, or
GABAgp, receptor antagonists. However, t-LTD does not disap-
pear during development in the presence of an A;R antagonist, a
clear indication of the crucial role of adenosine in t-LTD. Indeed,
activating A;Rs at P13-27 when a robust t-LTD can be induced,
the window of plasticity closed prematurely, and there was a loss
of t-LTD similar to that observed in older mice (P27-38). This
mechanism is similar to that observed recently in the hippocam-
pus (Falcon-Moya, 2020), suggesting the two structures use a
similar mechanism to close a window of plasticity. It will be of in-
terest to study these mechanisms in other brain structures and syn-
apses to confirm whether this a general mechanism in the brain.
Presynaptic AR activation produces a decrease in glutamate
release, the most probably explanation for the loss of t-LTD
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A, B, At P13-27, a known presynaptic form of t-LTD is induced by a post- pre-single-spike-pairing protocol. In this presynaptically expressed form of t-LTD, postsynaptic action potentials acti-
vate voltage-dependent Ca>" channels (VDCCs), and the presynaptically released glutamate activates postsynaptic mGluR, provoking Ca>* release from internal stores and eCB synthesis. For t-
LTD, e(B is necessary to activate (B, receptors and to facilitate glutamate release from astrocytes. Together with the glutamate released from presynaptic neurons, this glutamate is known to
activate preNMDARs on L4 boutons, leading to an increase in presynaptic Ca®* and synaptic depression (Bender et al., 2006; Rodriguez-Moreno and Paulsen, 2008; Min and Nevian, 2012). In
the present study, we show that t-LTD does not develop at P28—-37 (B) and that the main difference with regard to P13—27 is an increase in adenosine release from astrocytes at this stage of
development. C, At P38—60 t-LTD is not only lost, but it switches to a presynaptic form of t-LTP. For the induction of this presynaptic form of t-LTP, postsynaptic action potentials activate
VD(Gs, inducing calcium release from internal stores and NO synthesis. The NO activates astrocytes and provokes the release of glutamate and/or adenosine, which in turn stimulates NMDARs
and A4Rs on L4 boutons, respectively. A;R activation considerably dampens the probability of neurotransmitter release, whereas NMDAR activation produces a long-lasting increase in glutamate

release and synaptic potentiation.

(Dunwiddie and Masino, 2001). Here, we used two different
approaches to determine whether adenosine acts on A;Rs, PPR,
and fluctuation analysis, both of which were consistent with the
presynaptic activity of A;Rs. As observed in the hippocampus
(Sebastido et al., 2000; Rex et al., 2005; Kerr et al., 2013; Falcon-
Moya, 2020), the concentration of adenosine at S1 L4-L2/3 syn-
apses seems to increase with maturation as a stronger increase in
the EPSP slope was induced by 8-CPT at P28-37 than at P13-27.
Thus, like CA3-CA1 synapses in the hippocampus, it seems that
the activation of presynaptic A;Rs augments during development
because of the increase in extracellular adenosine. This activation
inhibits glutamate release, reducing the ambient glutamate and
possibly dampening the NMDAR activity necessary for t-LTD,
causing its loss. Hence, the increase in adenosine seems to affect
glutamate release and t-LTD (Fig. 9B).

Adenosine released as a result of astrocyte signaling is required
for the loss of plasticity during development

It is of interest to identify the specific source of adenosine as
there are many possibilities. It may be released from neurons
by exocytosis (Klyuch et al., 2012) or via transporters (Lovatt
et al., 2012), indirectly through the extracellular metabolism
of the ATP exocytosed by neurons (Jo and Schlichter, 1999) or
glial cells (Pascual et al., 2005), or through glial gap junction
hemi-channels (Huckstepp et al., 2010). Indeed, these mecha-
nisms may also operate concomitantly. We assessed whether

astrocytes are needed to produce the adenosine that activates
AjRs as they are a well-known potential source of adenosine
(mostly in the form of its precursor, ATP) and other gliotrans-
mitters, released after calcium mobilization of astrocytic vesicles
(Araque et al, 2014). At P28-37, preventing vesicle release by
loading astrocytes with BAPTA recovers t-LTD, an effect that
was blocked by CPA, demonstrating that adenosine released by
astrocytes or as a result of astrocyte signaling is required for the
loss of t-LTD. Although only one astrocyte was loaded with
BAPTA, the effect on plasticity observed is most probably
because of the activation of a network of astrocytes, as the sin-
gle cell loaded is connected to others through gap junctions
(Mederos et al., 2018). We also demonstrate that directly stim-
ulating astrocytes increases the extracellular adenosine suffi-
ciently to affect the EPSP slope, thereby affecting glutamate
release. Whether the increase in extracellular adenosine
observed with maturation (here and previously in the hippo-
campus) is produced by an increase in the number of astro-
cytes or by enhanced release requires further study. Our
results indicate that t-LTD is present at L4-L2/3 synapses of
the mouse somatosensory cortex until the end of the fourth
week of development. The disappearance of this form of t-
LTD is because of inhibition mediated by the activation of
presynaptic A;Rs during maturation. The involvement of
adenosine in closing windows of plasticity is emerging as a
common regulatory event given that it has also been seen in



Martinez-Gallego et al. @ Astrocytic Adenosine Mediates Developmental Plasticity in the S1

the hippocampus (Pérez-Rodriguez et al., 2019), and adeno-
sine has been seen to be able to recover plasticity at a systems
level in the adult auditory cortex (Blundon et al., 2017).

A switch from t-LTD to t-LTP occurs at P38-60

In the second part of this study, we show that presynaptic t-LTD
switches to presynaptic t-LTP at somatosensory L4-L2/3 synap-
ses as young mice mature, demonstrating that this form of t-LTP
is expressed presynaptically and that it requires mGluR1 and
NMDAR activation. In addition, this presynaptic t-LTP requires
the flux of calcium through postsynaptic L-type calcium chan-
nels, as well as calcium release from postsynaptic intracellular
stores and postsynaptic NO release. The latter acts as a retro-
grade signal that mediates the astroglial release of ATP/adeno-
sine to activate presynaptic A;Rs and that of glutamate to
presumably activate NMDARs (Fig. 9C). We present evidence
from two approaches to determine the locus of this form of
t-LTP, PPRs and CV, both consistent with presynaptic changes.
Hence, this presynaptically expressed LTP appears during devel-
opment through a switch from t-LTD such that our findings
expand the repertoire of presynaptic LTPs to this type at S1 L4-
L2/3 synapses. Studying the timing dependency of this form of
t-LTP, the switch from t-LTD to t-LTP occurred at different time
intervals, —18 and —10ms, where there was robust t-LTD at
P13-27. Hence, this switch would appear to arise on maturation,
and it is most probably not because of a broadening of the time
interval or a shift along the time axis, although it is possible that
the switch does not happen at time intervals not tested. A rele-
vant question that needs to be addressed is whether this switch
from t-LTD to t-LTP is observed only with STDP or if it is also
present when other protocols are used that induce LTD in young
animals. It is noteworthy that STDP has been suggested to
depend on the extracellular calcium concentration ([Ca**].) in
the hippocampus, where at [Ca>" Je considered to be physiologi-
cal (1.3-1.8 mm) t-LTD plasticity alone was impaired (Inglebert
et al., 2020). In the somatosensory cortex studied, the [Ca**]e
is slightly higher than the indicated interval (2 mwm), and,
interestingly, both t-LTD and the switch to t-LTP occur in
the presence of 1.5 mm or 2 mm [Ca” " ]e, suggesting that both
effects will be produced under physiological Ca®>* concentra-
tions. This is also consistent with the fact that t-LTD at
somatosensory cortex L4-L2/3 synapses has been witnessed
in vivo in young mice (Gonzilez-Rueda et al., 2018). Thus, it
would be particularly interesting to determine whether this
switch from t-LTD to t-LTP occurs in vivo.

Presynaptic t-LTP requires NMDAR and mGluR1

Regarding the receptor systems necessary for presynaptic t-LTP
to appear as the animal matures, some clear differences were
found between the hippocampus and somatosensory cortex.
Although both types of t-LTP are presynaptically expressed,
t-LTP requires NMDARs at L4-L2/3 synapses but not in the
hippocampus. This is an interesting difference as a decrease
in the number of presynaptic NMDARs has been found in
the visual cortex with maturation (Corlew, 2007) and hippo-
campus (Pérez-Rodriguez et al., 2019). Although a possible
switch from presynaptic t-LTD to presynaptic t-LTP has not
yet been described in the visual cortex, it is associated with a
lack of presynaptic NMDAR activity in the hippocampus.
This probably indicates that the number of NMDARs is too
low, and they cannot therefore participate in t-LTP, with
mGluR5 participating instead (Pérez-Rodriguez et al., 2019;
Falcon-Moya et al., 2020). Future experiments will determine
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whether changes in the number of preNMDARs also occurs
at S1 L4-L2/3 synapses with maturation. It is also possible
that there is a different time course for hippocampal and
cortical maturation, as indicated for the visual and somato-
sensory cortices (Cheetham and Fox, 2010). Another possible
explanation for these regional differences is that the increased
AR activation in the hippocampus with maturation dampens
the probability of glutamate release such that insufficient gluta-
mate is released and it fails to activate preNMDARSs; yet in
conjunction with glutamate released by astrocytes it reaches a
level capable of activating the presynaptic mGluRs required for
t-LTP but not preNMDARs. Here, we describe a similar mecha-
nism at L4-12/3 synapses, whereby presynaptic A;R activation
dampens glutamate release, although the amount released to-
gether with the glutamate released by astrocytes is still capable
of activating mGluRs and probably, preNMDARs. However,
more experiments are clearly necessary to clarify the events
underlying these changes. In the hippocampus, presynaptic
mGluR5 is required for presynaptic t-LTP (Falcon-Moya et
al., 2020), where these receptors modulate glutamate release
(Rodriguez-Moreno et al., 1998) and plasticity (Gémez-Gonzalo
et al,, 2015). Here, and unlike the hippocampus, we found that
postsynaptic mGlulR is likely to be necessary for the presynapti-
cally expressed t-LTP found at S1 L4-L2/3 synapses. A matura-
tion-associated shift from the involvement of NMDARs to
mGluRs in plasticity was previously found in the hippocampus
(Falcon-Moya et al., 2020). Although the same was not found here
at cortical S1 14-L2/3 synapses, where NMDARs mGluRs are
involved in LTP.

What is clear from our results is that we have detected a
new form of presynaptic LTP, expanding the existence of pre-
synaptic forms of LTP to the somatosensory cortex. Forms of
preLTP that are dependent on NMDARs have been described
in the hippocampus (McGuinness et al., 2010) and at entorhi-
nal cortex to DG synapses (Min et al., 1998; Jourdain et al,
2007; Pérez-Otafio and Rodriguez-Moreno, 2019; Savtchouk
et al., 2019), and preLTP forms independent of NMDARs
have also been described at hippocampal mossy fiber (MF)-
CA3 synapses (Nicoll and Schmitz, 2005), as well as in the cer-
ebellum (Salin et al., 1996), thalamus (Castro-Alamancos and
Calcagnotto, 1999), subiculum (Behr et al., 2009), amygdala
(Lopez de Armentia and Sah, 2007), and neocortex (Chen et
al., 2009). Although mGluRs were thought to be required for
some forms of preLTP in the hippocampus (Perea and Araque,
2007; Gémez-Gonzalo et al.,, 2015), such preLTP was not induced
using STDP protocols.

The somatosensory t-LTP requires postsynaptic calcium and NO
As with other forms of LTP, including t-LTP in the hippo-
campus, t-LTP requires a rise in Ca®>" in the postsynaptic cell
and the release of Ca®>" from intracellular stores (Castillo,
2012; Padamsey and Emptage, 2014; Padamsey et al., 2017;
Falcon-Moya et al., 2020; Mateos-Aparicio and Rodriguez-
Moreno, 2020). These features of cortical t-LTP are also com-
mon to other forms of preLTP (Matyash et al., 2001; Navarrete
et al.,, 2014), and postsynaptic mGluRs are known to recruit
postsynaptic calcium stores. We found NO to be the retrograde
signal produced by the postsynaptic neuron via Ca®" increase
as in other types of preLTP (Castillo, 2012; Padamsey and
Emptage, 2014; Padamsey et al., 2017; Falcon-Moya et al., 2020;
Mateos-Aparicio and Rodriguez-Moreno, 2020). t-LTP was
prevented with aCPTIO but not when L-NAME was loaded
into astrocytes. Hence, we concluded that the NO that
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participates in this form of t-LTP is not synthetized by astro-
cytes but rather is released by the postsynaptic neuron and it
seems to enter astrocytes to stimulate or modulate the release
of gliotransmitters.

Presynaptic t-LTP requires astrocyte signaling

Through two different approaches we demonstrated the involve-
ment of astrocytes in presynaptic t-LTP. First, introducing
BAPTA into astrocytes completely prevented t-LTP induction.
Second, vesicular release is impaired in dn-SNARE mice, and
t-LTP is not observed in slices from these animals. Astrocytes
have previously been shown to participate in synaptic potentia-
tion (Jourdain et al., 2007; Perea and Araque, 2007; Savtchouk et
al., 2019), yet not as the result of a switch from preLTD to
preLTP as we show here at S1 1L4-12/3 synapses. We found that
enhanced inhibition of presynaptic release as a result of adeno-
sine activating presynaptic A;Rs is responsible for the switch
from t-LTD to t-LTP during the sixth week of development.
Interestingly, A;R activation at P13-27 converts t-LTD into t-
LTP, confirming the importance of adenosine and presynaptic
A;Rs in the switch in plasticity observed, as also found recently
in the hippocampus (Falcén-Moya et al,, 2020). As found in the
hippocampus (Falcon-Moya et al., 2020), our data suggest that
adenosine is probably of astrocytic origin. However, as indicated
for the loss of t-LTD, although astrocytes clearly participate in
this event by probably releasing adenosine, there may also be
other sources of this nucleoside (Manzoni et al., 1994). The
increase in extracellular adenosine as the barrel cortex matures
might be because of increased numbers of astrocytes or to
enhanced release, which remains to be defined. As indicated, it
may be possible to control plasticity by manipulating the avail-
ability of adenosine (Chun et al., 2013; Blundon et al., 2017), and
thus adenosine might be an interesting target to improve health,
learning, and memory.

Interestingly, and similar to what was found in the hippocam-
pus, adenosine is not the only gliotransmitter necessary for the
induction of t-LTP, with ATP/adenosine and glutamate required
to mediate t-LTP induction. It is already known that individual
astrocytes may release both adenosine and glutamate (Covelo
and Araque, 2018), and in this way astrocytes may control basal
synaptic activity (Panatier et al., 2011; Falcon-Moya et al., 2020)
and tonically depress neurotransmission (Pascual et al., 2005),
probably depressing some synapses and potentiating others
(Covelo and Araque, 2018). In addition, it is possible that gluta-
mate from the presynaptic neuron also activates preNMDARs
but that this amount of glutamate or NMDAR activation is insuf-
ficient to drive t-LTP and that glutamate released from astrocytes
is also required for t-LTP. It will be interesting to explore what
the exact role of the postsynaptic neuron is in the induction
of t-LTP and the role of mGluR1. As for the hippocampus,
more research is needed to address this question, but surpris-
ingly NO synthesized by the postsynaptic neuron seems to be
released and enter the astrocyte, possibly stimulating glio-
transmitter release by enhancing the calcium flux into the
astrocyte (Matyash, 2001).

At present, it remains unclear what the physiological role of
these progressive changes is in plasticity during development
that seem to be mainly controlled by the amount of adenosine
released by astrocytes at different stages of maturation. Indeed,
further studies will be necessary to determine the true influence
of STDP in the barrel cortex and the specific developmental role
of t-LTD and t-LTP in these circuits. As discussed previously
(Pérez-Rodriguez et al,, 2019; Falcon-Moya et al., 2020), t-LTD
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most probably participates in refining synapses, potentially
weakening excitatory synapses that are underused or behavior-
ally irrelevant (Buonomano and Merzenich, 1998; Feldman and
Brecht, 2005). The form of presynaptic t-LTP described here is
present from the sixth week of development, indicating its rele-
vance from early adulthood onward, when it probably influences
learning and memory or other cognitive processes. Presynaptic
plasticity may also involve structural changes and may change
the short-term properties of neurotransmitter release, participat-
ing in circuit computations and changing the excitatory/inhibi-
tory balance or sensory adaptations (Monday et al., 2018). Why
some synapses, like L4-L2/3 synapses (and as observed in the
hippocampus), show presynaptic and/or postsynaptic plasticity
requires further study. Interestingly, STDP of L4-L2/3 and L2/3-
L2/3 synapses in the somatosensory cortex has different require-
ments, indicating that the presynaptic or postsynaptic expression
of plasticity is fundamental for the correct functioning of brain
circuits and that it is possible they are regulated differently
(Banerjee et al., 2009, 2014). Also, and as indicated by some com-
putational models (Costa et al., 2017), presynaptically expressed
t-LTP may increase the trial-to-trial reliability, and along with
the postsynaptically expressed t-LTP, it may induce a larger
change in signal-to-noise ratio than postsynaptic changes alone,
as described in auditory cortex (Froemke et al,, 2013). In addi-
tion, different sites of expression may be an advantage to the sys-
tem as it may offer more possibilities for plasticity when one is
disrupted.

Finally, it may be possible to associate particular behaviors
with a particular locus of plasticity. The potential behavioral
influence of presynaptic LTP is still an emerging issue for which
the data available come from hippocampal MF-CA3 synapses,
where preLTP is implicated in learning and memory (Hagena
and Manahan-Vaughan, 2011), and from amygdala synapses,
where preLTP is implicated in fear memory formation (Tovote
et al, 2015). At L4-L2/3 synapses, the behavioral role of presyn-
aptic t-LTP essentially remains to be determined. In the hippo-
campus, it has been suggested that at CA3-CAl synapses,
preLTP might be associated with learning and memory in vivo
(Choi et al, 2018). Thus, determining how astrocytes control
windows of plasticity by modulating the release of adenosine and
other gliotransmitters to refine synapses in vivo, and learning
and memory, will be of particular interest in the near future. For
the moment, from the results described here, it is clear that astro-
cyte physiology determines, and may significantly affect, the time
course of plasticity during development, and as such, in may be
possible to open and close windows of plasticity in the somato-
sensory cortex through pharmacological manipulations.
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Abstract

Windows of plasticity are fundamental for the correct formation of definitive brain circuits; these periods drive
sensory and motor learning during development and ultimately learning and memory in adults. However, establishing
windows of plasticity also imposes limitations on the central nervous system in terms of its capacity to recover from
injury. Recent evidence highlights the important role that astrocytes and adenosine seem to play in controlling the

duration of these critical periods of plasticity.
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Importance of Windows of Plasticity

It is known that the ability to play a musical instrument,
to learn a language, or to develop sensory and motor
skills is associated with periods of plasticity during devel-
opment. Indeed, it is generally assumed that these skills
are better acquired when trained at younger ages, which
is attributed to the plasticity in the brain during specific
periods of pre- and postnatal development. Plasticity is
the ability to induce modifications in response to experi-
ence or external stimuli, and it is one of the most interest-
ing properties of the mammalian brain. Indeed, plasticity
is involved in the organization of cortical maps during
development, as well as in learning and memory pro-
cesses in the adult, and the disruption of plasticity in early
postnatal periods may underlie neurodevelopmental dis-
eases. Since it was first discovered (Bliss and others
2013; Cajal 1984; Mateos-Aparicio and Rodriguez-
Moreno 2019), it was clear that synaptic plasticity is a
phenomenon that varies over the individual’s lifetime and
that it is a changing and evolving process. Indeed, critical
and permissive periods of plasticity exist during develop-
ment that are referred to as windows of plasticity. Intense
activity/sensory-dependent plasticity occurs in these win-
dows, with environmental experiences exerting the stron-
gest impact on brain circuits in the permissive periods
and with these inputs driving maximal plasticity in spe-
cific brain circuits during the critical periods. The reor-
dering and refinement of neural connections in these
windows of plasticity establish the definitive synapses
and circuits responsible for the correct physiology in
adults (Hensch 2004). After these critical periods, there is
a loss of plasticity at particular synapses (Hensch 2004,

2005). Accordingly, there has been much interest in better
understanding the mechanisms and secrets behind the
critical periods of plasticity in recent years, not least with
a view to possibly develop new therapies for pathologic
conditions in humans (Dromerick and others 2021) and to
correct miswired neuronal circuits. Moreover, such infor-
mation may help improve educational training and reha-
bilitation, enhancing recovery from traumatic injury and
lesions in the adult brain. One of the fundamental ques-
tions in the field is whether the windows of critical peri-
ods can be modified orrecovered later in life. Significantly,
the answer to this question seems to be “yes,” and what is
more, GABAergic activity and adenosine and astrocyte
signaling seem to be fundamental elements in these
processes.

Influence of GABAergic Inhibition on the
Windows of Plasticity

There is increasing evidence that GABAergic inhibition
is crucial for certain aspects of brain development and to
control certain windows of plasticity. Since the experi-
ments of Hubel and Wiesel (2004) >55 y ago and those
of Hensch (2005) on amblyopia, GABAergic inhibition
has been proposed as a mechanism to control critical peri-
ods of plasticity (Hensch 2004). This is true at some
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synapses in the somatosensory and visual cortices where
GABAergic inhibition was seen to be involved in these
periods of plasticity (Hensch 2004), yet it is not clear
whether this is a general mechanism that acts in all brain
regions. The evidence available seems to suggest that this
is not the case, as it was recently seen that astrocytes and
adenosine fulfill a crucial role in controlling or defining
the duration of the critical period of plasticity in the audi-
tory and somatosensory cortices and in the hippocampus,
processes in which GABAergic inhibition is not involved
(Blundon and others 2017; Falcon-Moya and others
2020; Martinez-Gallego, Pérez-Rodriguez, and others
2022; Pérez-Rodriguez and others 2019). Here we con-
sider the importance of astrocyte and adenosine signaling
in controlling the onset and duration of critical periods of
neuronal plasticity.

Astrocytes and Adenosine Influence
the Dynamics of Plasticity during
Postnatal Development

Recent evidence indicates that events unrelated to
GABAergic inhibition may control critical periods of
plasticity. Thus, at CA3—CA1 synapses in the hippocam-
pus, a form of presynaptic spike timing-dependent long-
term depression (t-LTD) was recently discovered that is
present during the first weeks of mouse development but
disappears during the fourth week of postnatal life
(Andrade-Talavera and others 2016; Falcon-Moya and
others 2020; Martinez-Gallego, Pérez-Rodriguez, and
others 2022; Pérez-Rodriguez and others 2019). The
mechanisms involved in this loss of plasticity include
enhanced adenosine activation of presynaptic type 1 ade-
nosine receptors (A ;Rs) with maturation. Interestingly,
the adenosine that activates A Rs is most probably
released by astrocytes, as the effects of this A|Rs activa-
tion are always observed just after astrocyte stimulation
or signaling is induced (Figure 1). Indeed, it was elegantly
demonstrated that an antagonist of AR recovers t-LTD
when it is lost after the fourth week of development.
Moreover, in the presence of an agonist of AR, the win-
dow of plasticity can be closed and can be t-LTD impaired
during the first 3 wk of postnatal development, shorten-
ing of this critical period of plasticity. This is a clear indi-
cation of how the duration of the critical period of
plasticity can be manipulated pharmacologically during
postnatal development. However, it remains to be deter-
mined whether the adenosine that mediates this loss of
plasticity is directly or indirectly released by astrocytes. It
is particularly notable that once the critical period of
t-LTD at CA3—CA1 synapses has terminated during the
fourth week of postnatal development, the same protocol
of plasticity induces timing-dependent long-term poten-
tiation (t-LTP) instead. Thus, the natural series of events

seems to be the existence of t-LTD for 3 to 4 wk, followed
by a switch from t-LTD to t-LTP in response to the same
(natural) stimuli (Falcon-Moya and others 2020). This
switch from t-LTD to t-LTP with maturation is also medi-
ated by the increased levels of adenosine and enhanced
AR activation that persist after the critical period for
t-LTD closes. Moreover, this increase in adenosine con-
tinues to be dependent on astrocyte signaling, as the
switch requires astrocyte gliotransmitter release, reflect-
ing the central role of astrocytes in controlling the dura-
tion of these periods of plasticity (Falcon-Moya and
others 2020; Figure 1).

Very recently, a similar mechanism for t-LTD was
observed at synapses of the somatosensory cortex from
layer 4 to layer 2/3 (L4-L2/3); specifically, there is a
form of t-LTD at L4-1.2/3 synapses in the somatosensory
cortex that disappears after the first weeks of postnatal
development (in this case during the fifth week). Here, as
in the hippocampus, the loss of plasticity is due to an
increase in the activation of presynaptic A,Rs and astro-
cytic signaling (Martinez-Gallego, Pérez-Rodriguez, and
others 2022). Results are consistent with the predictions
of biophysicochemical models of somatosensory cortical
L4-L2/3t-LTD in vivo (Linne and others 2022; Manninen
and others 2020). In addition, and as observed in the hip-
pocampus (Falcon-Moya and others 2020), a switch from
t-LTD to t-LTP is seen once t-LTD is lost, again because
of the continued increase in adenosine and astrocyte sig-
naling with maturation (Martinez-Gallego, Pérez-
Rodriguez, and others 2022; Figure 2). The fact that a
mechanism involving adenosine and astrocyte signaling
controls the onset and duration of a critical period of plas-
ticity suggests that this may be a general mechanism to
control the duration of critical periods of plasticity in the
central nervous system, probably because of their effect
on presynaptic glutamate release and the differential acti-
vation of N-methyl-p-aspartate receptors and/or metabo-
tropic glutamate receptors (Falcon-Moya and others
2020; Martinez-Gallego, Pérez-Rodriguez, and others
2022; Martinez-Gallego, Rodriguez-Moreno, and
Andrade-Talavera 2022; Pérez-Otafio and Rodriguez-
Moreno 2019). More research will determine whether
this mechanism is more widely seen in the brain than that
involving GABAergic inhibition and whether these
mechanisms act together or are complementary. The loss
of t-LTD and the switch to t-LTP are very important, as
t-LTD seems to be fundamental for the pruning and
refinement of synaptic connections in young animals. As
such, this phenomenon has been proposed to play impor-
tant roles in map plasticity during development.
Furthermore, after the critical period has passed, t-LTD
may weaken excitatory synapses that are underused or
behaviorally irrelevant. By contrast, t-LTP seems to have
a direct role in learning and memory processes in adults.
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Figure |. Scheme showing signaling at early (P13—P21), juvenile (P22-P34), and adult (P35-P42) stages of development at
CA3—CAI synapses of the hippocampus. (A) At P13 to P21, a presynaptic form of t-LTD is induced by a post-pre single-spike
pairing protocol (i.e., postsynaptic action potential preceded presynaptic stimulation). In this form of t-LTD, postsynaptic

action potentials activate VDCCs, and the presynaptically released glutamate activates postsynaptic mGluR, activating PLC and
provoking Ca?" release from internal stores and DAG production, which serves as a precursor for eCB synthesis. For t-LTD,

an eCB signal is necessary to activate CB, receptors to facilitate D-serine release from astrocytes. With the glutamate released
from presynaptic neurons, this D-serine is known to activate presynaptic NMDARs on Schaffer collateral boutons, leading to an
increase in presynaptic Ca?" release, calcineurin activation, and synaptic depression. Modified from Andrade-Talavera and others
(2016). (B) At P22 to P34, no plasticity is observed. Modified from Pérez-Rodriguez and others (2019). (C) At P35 to P32, t-LTD
is not observed, and instead the same post-pre protocol induces presynaptic t-LTP. At this developmental stage, the probability
of release has considerably decreased owing to an increase in adenosine release from astrocytes as compared with P13 to P21.
Also different from t-LTD, as induced by the same protocol at P13 to P21, eCB signaling and NMDARs are not required for
presynaptic t-LTP. For the induction of t-LTP, postsynaptic action potentials activate VDCCs, causing calcium release from
internal stores and inducing NO synthesis. The NO signal leads to the activation of astrocytes to release glutamate and/or
adenosine to activate presynaptic mGIuR5 and AR, respectively, on Schaffer collateral boutons. A R activation considerably
reduces neurotransmitter probability release, whereas mGIuR5 activation leads to a long-lasting increase in glutamate release and
synaptic potentiation. Modified from Falcén-Moya and others (2020). AR = type | adenosine receptor; AMPAR = ci-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor; CB,R = type | cannnabinoid reeptor; DAG = dyacyl glicerol; eCB =
endocannabinoid; IP; = inositol triphosphate; IP,R = inositol triphosphate receptor; mGIuR = metabotropic glutamate receptor;
NMDAR = N-methyl-p-aspartate receptor; NO = nitric oxide; P = postnatal day; PLC = phospholipase C; t-LTD = timing-
dependent long-term depression; t-LTP = timing-dependent long-term potentiation; VDCC = voltage-dependent Ca?* channel.

Interesting discoveries have also been made at thala-
mocortical synapses. Thalamocortical LTD or LTP can-
not normally be induced in slices from animals older than
2 to 3 wk of age, and LTP and LTD at thalamocortical
projections are known to be restricted to the same critical

period as cortical map plasticity (Crair and Malenka
1995). Significantly, a form of LTD not present in adults
is rescued when adenosine is downregulated by the acti-
vation of presynaptic muscarinic M1 receptors in brain
slices containing the auditory thalamus and cortex
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Figure 2. Scheme showing signaling at early (P13—P27), juvenile (P28-P37), and adult (P38-P60) stages of development at
synapses of the somatosensory cortex from layer 4 to layer 2/3 (L4-L2/3). (A) At P13 to P27, a presynaptic form of t-LTD is
induced by a post-pre protocol (i.e., postsynaptic action potential preceded presynaptic stimulation). In this t-LTD, postsynaptic
action potentials activate VDCCs, and the presynaptically released glutamate activates postsynaptic mGluR, provoking Ca?*
release from internal stores and eCB synthesis. For t-LTD, an eCB signal is necessary to activate CB| receptors to facilitate
glutamate release from astrocytes. With the glutamate released from presynaptic neurons, this glutamate is known to activate
presynaptic NMDARs on L4 boutons, leading to an increase in presynaptic Ca?* release and synaptic depression. (B) At P28

to P37, t-LTD does not develop, and the main difference with regard to PI3 to P27 is an increase in adenosine release from
astrocytes at P28 to P37 as compared with P13 to P27. (C) At P38 to P60, t-LTD is not only lost but also switched to a
presynaptic form of t-LTP. For the induction of this presynaptic form of t-LTP, postsynaptic action potentials activate VDCCs,
causing calcium release from internal stores and inducing NO synthesis. The NO signal leads to the activation of astrocytes to
release glutamate and/or adenosine to activate NMDARs and AR, respectively, on L4 boutons. A R activation considerably
reduces neurotransmitter probability release, whereas NMDAR activation leads to a long-lasting increase in glutamate release
and synaptic potentiation. Modified from Martinez-Gallego, Pérez-Rodriguez, and others (2022). AR = type | adenosine
receptor; AMPAR = a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor; CB,R = type | cannabinoid receptor;
eCB = endocannabinoid; mGIuR = metabotropic glutamate receptor; NMDAR = N-methyl-p-aspartate receptor; NO = nitric
oxide; P = postnatal day; t-LTD = timing-dependent long-term depression; t-LTP = timing-dependent long-term potentiation;

VDCC = voltage-dependent Ca?* channel.

(Blundon and others 2011). Hence, the release of presyn-
aptic gating mechanisms appears to allow mature thala-
mocortical synapses to undergo LTD. Interestingly,
GABAergic synapses do not appear to participate in this
process, as LTD is present in the presence of picrotoxin
(Blundon and others 2011). At the same synapses, LTP
can be induced in young animals but is not normally

observed at postnatal days 35 to 42. This form of LTP is
also gated by adenosine from the thalamus in adults as it
can be rescued by dampening presynaptic A R activation
(Chun and others 2013). It is noteworthy that experiments
in vivo showed that windows of thalamocortical synapse
plasticity can be closed by activating A,Rs in young ani-
mals (Blundon and others 2017). In addition, blocking or
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deleting A Rs at postnatal days 45 to 56 improves cortical
map plasticity, and it recovers LTP and LTD beyond the
critical period. However, the possible role of astrocytes
that release ATP/adenosine at thalamocortical auditory
synapses has yet to be explored, as is also the case for the
role of adenosine in vivo in the hippocampus and somato-
sensory cortex.

As indicated, GABAergic and adenosine signaling
appears to influence the duration of critical periods of
plasticity. Adenosine (released directly or as ATP that is
then converted to adenosine in the extracellular medium)
seems to be released directly by astrocytes in the hippo-
campus (Pérez-Rodriguez and others 2019) and somato-
sensory cortex (Martinez-Gallego, Pérez-Rodriguez, and
others 2022), and in these two regions astrocyte signaling
has clearly been established as being necessary for the
loss of t-LTD. Nevertheless, it remains possible that ade-
nosine is released indirectly after astrocyte gliotransmit-
ter release, which will need to be unequivocally clarified
by further research. Apart from the earlier studies that
first described a role for astrocytes in closing a critical
period of plasticity (Falcon-Moya and others 2020;
Pérez-Rodriguez and others 2019), astrocytes were
recently found to control the closure of a critical window
in the mouse visual cortex by affecting extracellular
matrix proteins (Ribot and others 2021). Likewise, in
Drosophila melanogaster, astrocytes were seen to control
the closing of a critical period of plasticity in a motor
circuit by affecting neuroligin and neurexin signaling
(Ackerman and others 2021). Whether astrocytes partici-
pate in the release of adenosine in these two critical peri-
ods remains to be determined.

Conclusions

In addition to other mechanisms, recent evidence indi-
cates that astrocytes and adenosine are new and important
elements that can define the duration of critical periods of
plasticity. Combinations of sensory motor training and
pharmacologic or molecular interventions may act syner-
gistically to enhance plasticity and permit functionality to
be recovered after injury. The possible pharmacologic
manipulations mentioned here may also have transcen-
dental consequences, allowing closed windows of plas-
ticity to be opened and permit renewed learning, which
may pave the way to combat some neurologic diseases.
As such, these are currently exciting times for those inter-
ested in understanding how, and through what natural
stimuli, critical periods of plasticity are controlled.
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Abstract: Metabotropic glutamate receptors (mGluRs) are G-protein-coupled receptors that exhibit
enormous diversity in their expression patterns, sequence homology, pharmacology, biophysical
properties and signaling pathways in the brain. In general, mGluRs modulate different traits of
neuronal physiology, including excitability and plasticity processes. Particularly, group I mGluRs
located at the pre- or postsynaptic compartments are involved in spike timing-dependent plasticity
(STDP) at hippocampal and neocortical synapses. Their roles of participating in the underlying
mechanisms for detection of activity coincidence in STDP induction are debated, and diverse findings
support models involving mGluRs in STDP forms in which NMDARs do not operate as classical
postsynaptic coincidence detectors. Here, we briefly review the involvement of group I mGluRs in
STDP and their possible role as coincidence detectors.

Keywords: STDP; glutamate receptor; mGluR; timing; synaptic plasticity

1. Introduction

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter of the central nervous system,
and its actions are mediated by the activation of a diverse family of receptors that can
be divided into two large sets comprising ionotropic glutamate receptors (the o-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate (AMPA)-, N-methyl-D-aspartate (NMDA)- and
kainate (KA)-type receptors) and metabotropic glutamate receptors (mGluRs). Although
the fast glutamate excitatory synaptic transmission is typically mediated by the ionotropic
ligand-gated glutamate receptors, the slower and long-lasting effects of glutamate are
generally mediated by mGluRs [1,2]. mGluRs are G-protein-coupled receptors (GPCRs)
that share common topology and exhibit enormous diversity in their expression patterns,
sequence homology, pharmacology, biophysical properties and signaling pathways among
the different receptor’s subtypes [2,3].

Based on these properties, mGluRs can be divided into three groups: group I, II
and III (mGluR I, mGluR II and mGluR 1II, respectively). mGIuR I includes mGIuR1
and mGIuRS5 receptors that are positively coupled to phospholipase C (PLC), whereas
mGIluR II (comprising mGluR2 and mGluR3) and mGIuR III (including mGluR4 and
mGluR6-8) are negatively coupled to the formation of adenylate cyclase-mediated cAMP [4].
The metabotropic nature of mGluR signaling was first discovered by the demonstration that
glutamate could stimulate the formation of inositol trisphosphate (IP3) production, thus
showing that glutamate, similar to other neurotransmitters such as acetylcholine, could
also trigger intracellular pathways by activating G protein-coupled receptors [5].

mGluRs modulate different aspects of neuronal physiology, particularly, excitability
and plasticity [1,4,6]. They are widely expressed throughout the brain and are found
at both pre- and postsynaptic sites of excitatory glutamatergic synapses. Their location
makes mGluRs ideally suited to modulate diverse processes and mechanisms of synaptic
transmission and plasticity (e.g., glutamate release and intracellular pathways underly-
ing postsynaptic forms of plasticity). Synaptic plasticity has been widely accepted as a
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possible functional substrate for memory encoding, information processing and neuronal
circuit refinement during development [7]. In a classical view, repetitive activation of
synapses drives synaptic changes that entail long-term potentiation (LTP) or long-term de-
pression (LTD) of the synaptic transmission. These forms of long-term changes of synaptic
strength studied in ex vivo and in vivo preparations depend on the pattern of stimulation
used [8-13]. For instance, high-frequency stimulation-induced LTP (HFS-LTP) has been
intensively studied and it is known to be NMDAR-dependent [5,14].

Under certain conditions, mGluRs can serve as co-triggers for the induction of NMDAR-
dependent LTP [15,16], possibly by facilitating the activation of NMDARs [6,17].
mGluR 1II is well known to be involved in LTD in the hippocampus [18-20] and mGluR III
has also been involved in plasticity [21,22]. Depending on the brain region, postsynaptic
cell type, and specific intracellular pathways, mGIluR I is particularly known for inducing
LTD, which can be mediated by either mGluR1 or mGluR5 [23,24]. In addition to their role
in LTD, the activation of mGluR I potentiates NMDA-receptor-mediated currents [25,26],
and it can also depolarize several types of neurons through activation of a Ca**-dependent
cation conductance [27,28].

Some conceptual controversies exist regarding the role of mGluR I and the type of
synaptic plasticity it involves (see Jones, 2017; [29] for review). Notably, this group of
metabotropic receptors was proposed as a crucial player in the mechanisms underlying
the detection of activity coincidence in the form of synaptic plasticity that depends on
the precise temporal coincidence and order of pre- and postsynaptic activities: the spike
timing-dependent plasticity (STDP) [30-32]. STDP has been found in all of the species
in which it has been studied (from insects to humans) [33]. Different forms of STDP
have been described depending on the specific cell and synapse type [34—40], the state of
the network [41], neuromodulatory agents [42,43] and the developmental stage [44,45] in
which the study was carried out, and it is believed that STDP endows a supporting role to
memory formation and maintenance [9,30]. Here, we review and discuss the involvement of
mGIuR I'in STDP and its role as a coincidence detector.

2. The STDP Phenomena and mGluRs Involvement

STDP is a form of synaptic plasticity in which the coincidence of pre- and postsynaptic
activities (spiking) within a few milliseconds dictates a long-lasting potentiation (t-LTP)
or depression (t-LTD) of synaptic transmission depending on the order of the spiking
occurrence. In excitatory synapses, when the presynaptic firing precedes the postsynaptic
spiking (“pre-post”), t-LTP is induced, whereas when the order is the inverse (“post-pre”),
t-LTD is induced [30,33] (Figure 1). However, there are exceptions according to the recent
advances in the field (i.e., post-pre protocol induces t-LTP in the hippocampal area CA1
of mice at postnatal days 35—42 (P35-P42) [44], Figure 1B) (see also Feldman, 2012; [30]
for review).

Different forms of STDP were found in diverse brain areas, including the hippocam-
pus [34,44,46], diverse cortical synapses [36,45,47—49], the cerebellum [38], the spinal cord [50],
the striatum [37] and the amygdala [51] among others, and mGluR I is involved in t-LTP
and t-LTD at different synapses in some of the these regions, covering different functions.
Thus, in the somatosensory cortex, postsynaptic mGluR I participates in the production and
release of eCB, which acts as a retrograde signaling molecule [47]; in neocortical synapses
onto interneurons, where it participates in t-LTD [52]; in the substantia gelatinosa, it regulates
the polarity of STDP [50] and in corticostriatal synapses, it acts as a coincidence detector
for t-LTD [37]. In the cerebellum, mGluR I participates in the induction of t-LTP but not
t-LTD [38]. Recently, it has been observed that eyeblink conditioning, a form of Pavlovian
learning that engages discrete areas of the cerebellar cortex and deep cerebellar nuclei, is
impaired in mGluR1 knockout mice. Moreover, administration of the mGluR1/5 agonist
DHPG into the lobulus simplex region of the cerebellar cortex promotes eyeblink conditioning
in rats, which indicates that cerebellar mGluR1 plays a role in cerebellar-dependent associative
learning [53]. mGluRs have been also found to be involved in STDP in the hippocampus,
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where they seem to gate NMDAR-mediated t-LTP [54], participate postsynaptically in the
induction of a presynaptic form of t-LTD by promoting the production and release of eCB
that acts as a retrograde signaling molecule [34,44] or presynaptically participate in a newly
discovered form of presynaptic t-LTD [44]. Whether t-LTD and t-LTP occur at the same time
on the same synapse, the underlying pathways involved in their expression remain to be fully
determined. Additionally, whether these forms of STDP share the same or distinct pools of
Ca?" in the same dendritic spine is still puzzling and deserves further research.
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Figure 1. Schematic summarizing the role of mGluR I in different forms of STDF, showing that two
different large sets of STDP forms could be proposed according to the underlying mechanism for
coincidence detection: (A) In a classic model of Hebbian STDP, postsynaptic NMDARs are the main
coincidence detectors (providing strong and brief Ca?* signals) that drive postsynaptic forms of t-
LTP and could also involve postsynaptic VGCCs, postsynaptic mGluRs and IP3R-mediated increase
in postsynaptic Ca?* [30,33,34,47,50]. This model does not fully support the mechanism underlying
postsynaptic NMDAR-dependent t-LTD at horizontal layer 2/3-layer 2/3 synapses of the primary
somatosensory cortex [36]. Consequently, more research needs to be performed. In turn, other findings
support the proposed model involving the mGIluR-VGCC-IP3R pathway in presynaptic forms of t-LTD
as shown in B and t-LTP as shown in C as representative examples. In these studies, presynaptic forms
of STDP either involve non-postsynaptic and likely presynaptic NMDARs and eCBs as retrograde
signal driving to t-LTD, as represented in B, [34,47] or NO retrograde signal driving to NMDAR-
independent t-LTD, as represented in C [44]. In addition, astrocytes release D-serine for t-LTD at P13-P21
(B) and ATP/adenosine for t-LTP at P35-42 (C). The presence and involvement of astrocytic mGluRs in
diverse forms of STDP should not be discarded and deserve further experimental efforts. Note that at
hippocampal area CAl, a developmental switch occurs: when the postsynaptic activity precedes the
presynaptic activity (At < 0) at P13-21, presynaptic t-LTD is induced (B) whereas presynaptic t-LTP is
induced by the same protocol at older ages (P35-P42) (C) with astrocytes commanding the closing and
opening of these plasticity windows [44,46]. Such general models represented in (A—-C) are constantly
evolving and, therefore, must be revisited considering future advances. (-): decrease in glutamate release
in the presynaptic form of t-LTD, (+): pathways that are activated, (?): mechanistic insights that are yet
to be demonstrated.
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3. Group I mGluR Involvement in the Coincidence Detection for STDP

A mechanism for detection of the pre- and postsynaptic activities and their correlated
timings appears crucial for codifying the spiking coincidence that drives
STDP [30,33]. In a classical view, postsynaptic NMDARs are the receptors acting as co-
incidence detectors [5,6,30] (Figure 1A) and their contribution to STDP has been largely
documented from either pre- or postsynaptic synaptic compartments [31,33,34,39,47-49].
However, presynaptically located NMDARs do not likely hold the role of coincidence
detectors in NMDAR-dependent forms of STDP [55]. This evidence suggests the exis-
tence of different mechanisms of STDP that are mediated by different coincidence detec-
tors [34,36,39,40,47,56-60] (Figure 1). Therefore, two different heterogeneous classes of
STDP could be proposed: one class that involves NMDARs as the primary coincidence
detectors [34,36,39,40,47,56-59] (Figure 1A) and another class that does not require NM-
DARs, or they do not codify the coincidence [34,39,40,44,46,47,60-63], and includes pre- or
postsynaptic mGluRs (Figure 1B,C). Accordingly, irrespective of NMDAR involvement,
as previously mentioned, it is known that STDP requires other players including mGluRs
and retrograde messengers such as endocannabinoids (eCBs) or NO and involve astro-
cytes [34,39,40,44,46,47,60-63] (Figure 1B,C). Moreover, mGluRs could be proposed as
relevant players in the coincidence detection mechanisms for STDP where NMDARs are
not involved in such mechanisms.

In this regard, unlike ionotropic glutamate receptors, mGluRs are thought to operate
within a larger timescale [6]. Thus, it turns out to be more intriguing how mGluRs can
efficiently contribute as detectors of coincident activity that takes place in a time window
of a few milliseconds (i.e., 5-10 ms) during few repetitive pairings (i.e., <100 times) as it
happens for STDP [30,33]. However, even though GPCRs such as mGluRs are supposed
to signal over a timescale of seconds to minutes, mGIuR signaling has been suggested to
also occur faster and with a timescale similar to that observed for ionotropic glutamate
receptors [6]. This notion is supported by conformational studies showing large-scale,
activation-associated mGluR1 inter-subunit changes on a millisecond timescale [64].

Consequently, most of the coincidence detector models propose mGluR-voltage-gated
Ca?* channel (VGCC)-IP;R signaling as a principal postsynaptic coincidence detector.
In addition, phospholipase C (PLC) and IP3Rs have been proposed for serving well as
molecular coincidence detectors. This pathway entails a strong Ca?* dependence that can
synergistically contribute to eCB signaling, thus driving some forms of t-LTD [30,47,65]. In
fact, these models find support in several forms of STDP that depend on changes in the
cytosolic Ca?* dynamics involving Ca?* influx through VGCCs and/or Ca®* mobilization
from internal stores [34,37,38,44,47,50,52,66—-69] (Figure 1). Moreover, there is evidence that
in the spine machinery, the release of Ca®* from internal stores and Ca®* transients through
VGCCs are likely to provide highly localized and input-specific Ca®* signals to induce
synaptic plasticity [65,67].

Particularly, Ca?* from VGCCs considerably facilitates mGluR-dependent PLC ac-
tivation, acting independently as a co-agonist of IP3Rs to promote IP3-dependent Ca®*
release [70]. Thus, in this model, a Ca?* influx through VGCCs during each postsynaptic
action potential (spike) could transiently trigger mGluR-IP3 signaling [67,71,72]. This could
provide an adequate timing for the presynaptic spiking to drive mGluR signaling and
release enough Ca?* to trigger Ca?*-dependent eCB synthesis and release that ultimately
leads to LTD. A similar mechanism has been proposed for short-term synaptic depression
with the involvement of VGCCs and mGluR I activation that synergistically drives eCB
release [70,73]. This model appears essentially the same as the two-coincidence detector
model for STDP that was previously proposed by Karmarkar and Buonomano (2002).
Additionally, small increases of IP3, which are not sufficient to stimulate release directly,
can enhance the Ca?* sensitivity of the IP3Rs, thereby transforming the cytoplasm into
an excitable medium able to produce Ca* waves [65,74]. For example, inhibiting the
hydrolysis of IP3 greatly enhances the sensitivity of neurons to synaptic stimulation [65].
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As indicated above, mGluR I also mediates a form of cortical t-LTD that is independent
of postsynaptic NMDARs and is presynaptically expressed [47]. This form of t-LTD,
induced at layer 4 to layer 2/3 synapses in the primary somatosensory cortex, involves
postsynaptic mGluRs and retrograde eCB signaling, suggesting a common signaling motif
that is in line with the proposed roles of mGluR I in the models of coincidence detection.
More recently, in the hippocampus, a presynaptic form of hippocampal t-LTD shows similar
properties to that previously described in the neocortical synapses during development
(12-18 postnatal days). This form of t-LTD is presynaptic, requires postsynaptic mGIuRS5,
eCB type 1 receptors (CB{R), postsynaptic Ca®*, astrocytic signaling (D-serine release) and
non-postsynaptic NMDA receptors at Schaffer collateral-CA1 synapses [34]. Hence, the
described mechanism matches with the above-mentioned class of STDP (Figure 1A).

Notably, this form of hippocampal t-LTD switches from depression to potentiation
(t-LTP) across a wide range of spike timings as young mice mature towards the fifth
postnatal week [44]. Interestingly, this form of t-LTP is also expressed presynaptically and
requires the activation of mGluR5, but not NMDARs. In addition, the required activation
of mGluR5 appears to reside presynaptically. At these synapses, presynaptic mGluRs have
been described to bidirectionally modulate glutamate release [75]. Moreover, glial cells
are also thought to express mGluRs that probably contribute to the influence of synaptic
plasticity [76,77]. In turn, mGluRs located in the astrocytes appeared not to be involved in
this particular form of t-LTP.

4. Concluding Remarks

Cooperative and correlated activity within neuronal circuits underlie information
processing through the formation of neuronal network ensembles and short- and long-
lasting plastic changes that are associated with and/or underlie higher cognitive processes
such as memory formation and recall [13,78,79]. In the case of STDP, cumulative evidence
suggests that either pre- or postsynaptic mGluR I may drive t-LTP and t-LTD, acting as a key
component of non-classical postsynaptic NMDAR-based detection of activity coincidence.
Thus, group I mGluRs have emerged as potent modulators/drivers of significant aspects
of neuronal circuit functioning including STDP. Additionally, growing evidence posits
mGluRs as suitable drug targets to treat neurological disorders such as anxiety, Parkinson’s
disease, autism spectrum disorders, Alzheimer’s disease, fragile X syndrome and drug
abuse [4,29,80,81] where STDP has been or could be found impaired. However, despite
the great advances in studying the functional role of mGluRs in neuronal circuits and, in
particular, in STDP, more research is needed to cover missing mechanistic insights that
probably depend on the current experimental and technical limitations. In this regard, a
direct demonstration of the functional presence of mGluRs at the presynaptic compartment
could be achieved by paired recordings of connected pyramidal neurons while blocking the
metabotropic signaling just in the presynaptic neuron, as it was previously performed to
demonstrate the functional presence of NMDARs driving t-LTD in layer 4-layer 2/3 of the
mouse barrel cortex [39,56]. As well, the occurrence of t-LTD and t-LTP at the same synapse
involving presynaptic NMDARs, mGluRs and mGluRs located in the astrocytes could be
unveiled by performing the above-mentioned arduous approach. Development of caged
mGluR I antagonists that could be uncaged locally would allow for specific determinations
of mGIuR involvement in STDP at cellular and subcellular compartments.
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